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L’adenosina 1  è un nucleoside purinico endogeno costituito 
da D(-)ribosio e da adenina; essa è distribuita in numerosi distretti  
t issutali  e prodotta in molti  t ipi di cellule ad una concentrazione 
basale dell’ordine del µM, mantenuta tale grazie a specifici 



























Oltre ad intervenire nella costituzione degli acidi nucleici e 
nel metabolismo purinico, l’adenosina svolge un importante ruolo di 
neuromodulatore a livello del sistema nervoso centrale. Viene 
definita un neuromodulatore in quanto, interagendo con specifici 
recettori  di membrana, riesce ad inibire o potenziare le risposte di 
altri  mediatori.  Essa, infatti ,  non si comporta come un normale 
neurotrasmettitore, in quanto non viene immagazzinata nelle 
vescicole sinaptiche, ma rilasciata nello spazio extracellulare 
tramite uno specifico trasportatore. Quest’ultimo risulta anche 
coinvolto nel reuptake del nucleoside poiché la direzione del 
trasporto dipende dal gradiente di concentrazione ai due lati  della 
membrana. 
La biosintesi dell’adenosina avviene principalmente 
attraverso due distinti processi.  Il  primo consiste in una idrolisi  a 
cascata che converte la forma fosforilata adenosina trifosfato (5'-
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ATP) in adenosina, attraverso gli  intermedi adenosina difosfato (5'-
ADP) e adenosina monofosfato (5'-AMP) e può avvenire sia a 
livello extracellulare che intracellulare. Tuttavia in condizioni 
fisiologiche, l’idrolisi dell’ATP non è la via principale di 
produzione dell’adenosina: la maggior quantità del nucleoside viene 
infatti  prodotta attraverso un secondo processo che implica la 
conversione enzimatica intracellulare di S-adenosilmonocisteina 
(SAH) in adenosina, ad opera dell’enzima SAH-idrolasi.  
Il  trasporto dell’adenosina prodotta a livello cellulare verso 
l’esterno della cellula avviene principalmente per diffusione 
facilitata, attraverso una specifica proteina di trasporto. 
Il  tempo di emivita dell’adenosina in circolo è dell’ordine di 
alcuni secondi. Questa rapida degradazione indica che l’adenosina 
agisce localmente, vicino al sito da dove entra in circolo. 
L’eliminazione dell’adenosina extracellulare avviene 
generalmente mediante tre processi:  
1. diffusione facilitata all’interno della cellula ad opera di una 
specifica proteina trasportatrice di nucleosidi;  
2. trasporto attivo ad opera di una proteina trasportatrice di 
nucleosidi che richiede consumo di energia; 
3. deaminazione enzimatica a inosina, ad opera dell’adenosina 
deaminasi.  
L’adenosina intracellulare, invece, viene metabolizzata 
enzimaticamente dall’adenosina deaminasi a inosina o 
dall’adenosina chinasi a 5'-AMP, Figura 1 .  
L’adenosina ed i  composti  ad essa correlati  sono importanti  
nella regolazione di molti  aspetti  del metabolismo cellulare. Essa, 
infatti ,  svolge un ruolo chiave in numerosi processi fisiologici, 
quali l’utilizzazione dell’energia cellulare, la traduzione del segnale 
tramite l’attivazione di sistemi a cascata coinvolgenti secondi 
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messaggeri,  la mutilazione di substrati  ed alcuni dei meccanismi 
redox fondamentali per il  metabolismo cellulare. 
 
 
Figura 1 .  Metabolismo e trasporto dell’adenosina 
 
Un ruolo cruciale dell’adenosina appare essere, infatti ,  quello 
della regolazione dell’omeostasi sia nelle normali condizioni 
fisiologiche che nelle situazioni d’emergenza. 
La funzione di regolazione omeostatica avviene a livello del 
flusso sanguigno delle arterie coronariche, cerebrali  e dei muscoli 
scheletrici,  a livello della funzione renale, gastrica e del sistema 
immunitario. Interessante è anche il  coinvolgimento dell’adenosina 
nella prevenzione e nell’induzione dell’apoptosi. 
Possiamo dunque definire l’adenosina un equilibratore grazie 
al sofisticato ruolo che svolge tra i  suoi recettori e quelli  di altri  





















CLASSIFICAZIONE DEI RECETTORI ADENOSINICI 
 
L’adenosina esplica le sue funzioni biologiche interagendo 
con specifici recettori di membrana, suddivisi  e classificati in 
distinti  sottotipi in base al profilo farmacologico, ai sistemi di 
traduzione ad essi accoppiati  ed alla sequenza aminoacidica che li  
compone. Negli ultimi anni grazie allo sviluppo di tecniche di 
biologia molecolare, fra cui la clonazione, è stato possibile 
differenziare e determinare la loro sequenza primaria, la loro 
funzione e regolazione a livello molecolare. 
Inizialmente sono state identificate due classi di recettori 
purinergici denominate P1 e P2. [ 2 ]  
Tale classificazione era basata sui seguenti criteri:  
•  potenza relativa dell’adenosina e delle sue forme fosforilate 5'-
ATP, 5'-ADP e 5'-AMP; 
•  azione selettiva di antagonisti,  in particolare le metilxantine,[ 3 , 4 ]  
•  attivazione dell’adenilato ciclasi da parte dell’adenosina, ma non 
dell’ATP; 
•  induzione della sintesi di prostaglandine da parte dell’ATP, ma 
non dell’adenosina. 
Una successiva classificazione ha stabilito che i  recettori P1 
sono maggiormente sensibili  all’azione dell’adenosina e dell’AMP, 
mentre i  recettori  P2 lo sono nei confronti di ATP e ADP. 
Le metilxantine, come la caffeina e la teofillina, sono 
antagonisti  selettivi dei recettori  purinergici P1, mentre non lo sono 
per i  P2. Inoltre, l’interazione con i recettori P1 porta all’inibizione 
o alla stimolazione dell’enzima adenilato ciclasi con conseguente 
variazione dei livelli intracellulari  di AMP-3',5'-ciclico, mentre 




In seguito è stata accertata l’esistenza di due sottotipi 
recettoriali  P1 extracellulari in grado di modulare, in modo 
differente, l’attività dell’adenilato ciclasi.  In un primo momento 
sono stati classificati  Ri ed Rs, dove R indica la necessità di avere 
la porzione di ribosio intatta per avere attività,  mentre “i” ed “s” 
indicano che l’attivazione recettoriale porta rispettivamente 
all’inibizione o alla stimolazione dell’attività adenilato ciclasica. In 
seguito, tali  sottotipi recettoriali  furono chiamati rispettivamente A1 
e A2 secondo la denominazione di Van Calker. 
Attualmente sono stati  definiti  dal punto di vista 
farmacologico, strutturale e funzionale quattro sottotipi del 
recettore P1, denominati A1, A2 A, A2 B e A3.[ 1 ]  Ciascun sottotipo è 
stato caratterizzato mediante clonazione molecolare, profilo di 
attività nei confronti  di agonisti  ed antagonisti , accoppiamento a 
proteine G e sitemi effettori.  
I  sottotipi A1, A2 A e A2 B sono stati  scoperti  e classificati 
inizialmente con il  metodo classico farmacologico; la recente 
clonazione, determinazione della sequenza ed espressione di 
ciascuno di questi  sottotipi ha fornito conferme strutturali  e 
funzionali della loro classificazione originale come distinti sottotipi 
recettoriali  adenosinici.  
Al contrario, il  sottotipo A3 è stato individuato attraverso 
studi di biologia molecolare, ai quali  si sono aggiunti 
successivamente studi farmacologici classici.  
Tutti  i  quattro sottotipi recettoriali sono stati  recentemente 
clonati da varie specie di mammiferi inclusa quella umana. L’analisi  
delle sequenze aminoacidiche dei recettori clonati conferma che essi 
soddisfano il  modello accettato per tutti  i  recettori accoppiati a 
proteine G. Questo modello strutturale comprende sette domini 
transmembrana, ciascuno costituito da circa 22-26 aminoacidi 
idrofobici.  Questi domini sono caratterizzati da una struttura 
Adenosina 
 6
secondaria ad alfa elica. I domini extracellulari  della proteina 
recettoriale comprendono il  residuo N-terminale e tre “loops” 
extracellulari  che collegano i  domini transmembranali,  mentre i  
domini citoplasmatici intracellulari comprendono il  residuo C-




Figura 2 .  Modello recettoriale dell’adenosina. 
 
Le proteine G, caratterizzate dalla capacità di legare il  
guanosintrifosfato (GTP), sono proteine a struttura eterodimerica, 
costituite da tre subunità: α  di 40-45 KDa, β  di 37 KDa e γ  di 8-10 
KDa. In assenza di stimolazione la subunità α  legata al GDP, si 
trova associata al dimero βγ ,  a formare un trimetro inattivo. In 
seguito al legame dell’agonista al  recettore avviene un cambiamento 
conformazionale della proteina che induce il  rilascio del GDP da 
parte della subunità α  che diventa affine per il  GTP, dissociandosi  
dal dimero βγ .  La subunità α-GTP interagisce quindi con proteine 
effettrici, determinando l’attivazione o l’inibizione di enzimi 
intracellulari che svolgono un ruolo importante nella produzione del 
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secondo messaggero. La proteina G attivata è dotata di attività 
GTPasica; questo consente la successiva idrolisi  del GTP a GDP e 




Figura 3 .  Proteina G. 
 
La proteina effettrice è rappresentata dall’adenilato ciclasi 
(AC), l’enzima di membrana deputato alla trasformazione dell’ATP 
in AMP-3',5'-ciclico (cAMP), nucleotide che a livello di numerosi 
sistemi recettoriali  svolge il  ruolo di secondo messaggero. 
L’aumento dei livelli  di cAMP attiva una chinasi capace, 
tramite un meccanismo a cascata di fosforilare molte proteine, 
alcune con attività enzimatica, trasformandole da una forma inattiva 
ad una attiva o viceversa. Quindi l’attivazione o l’inattivazione di 
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questi sistemi enzimatici rappresenta la risposta finale alla 
stimolazione recettoriale. 
Per i  recettori dell’adenosina si  può riassumere, come 
mostrato in Figura 4 ,  che: 
•  i l  sottotipo recettoriale A1 mostra un’elevata affinità nei 
confronti dell’adenosina e, interagendo con una proteina Gi, 
inibisce l’adenilato ciclasi con conseguente calo nella 
concentrazione di cAMP intracellulare. L’accoppiamento avviene 
anche con altri  due tipi di proteine, Gk e Gq, che modulano due 
effetti  diversi:  canali  del potassio e fosfolipasi C. Quest’ultima 
idrolizza il  fosfatidil-inositolo, fosfolipide di membrana, originando 
due secondi messaggeri:  l’inositolo trifosfato (IP3) e il 
diacilglicerolo (DAG). L’IP3 provoca la rapida liberazione di calcio 
dai depositi  intracellulari,  causando la contrazione della 
muscolatura liscia e la degradazione del glicogeno. Il  DAG attiva la 
proteina chinasi C aumentando la sua affinità per il  calcio e 








•  i  recettori A2 A e A2B sono accoppiati ad una proteina Gs che 
attiva l’adenilato ciclasi portando ad un aumento dei livelli  
intracellulari  di cAMP; 
•  i  recettori A3 sono accoppiati  ad una proteina Gi che inibisce 




RUOLO FISIOLOGICO DELL’ADENOSINA 
 
La prima dimostrazione di un effettivo ruolo fisiologico 
dell’adenosina si ebbe nel 1929, quando, dopo somministrazione 
della stessa, si  osservarono effetti  pronunciati  sia sul sistema 
cardiovascolare che su quello renale. Ma le applicazioni 
terapeutiche si  rivelarono deludenti  a causa dell’instabili tà del 
nucleoside naturale e del breve tempo di emivita. 
L’adenosina quale modulatore omeostatico paracrino, svolge 
un ruolo molto complesso, in cui le risposte fisiologiche dipendono 
dal sottotipo recettoriale attivato, dalla specie, dal tipo di tessuto 
interessato e dal suo stato metabolico. Nella Tabella 1  è 
schematizzata la distribuzione tissutale dei quattro sottotipi 




Il  sototipo recettoriale A1 è ampiamente diffuso 
nell’organismo umano e determina molteplici effetti  biologici che 
possono essere inquadrati in uno schema di mantenimento 












Cervello (corteccia, ippocampo, cervelletto, talamo), midollo 
spinale, testicoli, tessuto adiposo bianco, cuore, reni 
 
Sottotipo A2 A 
 
Cervello (striatum, nucleus accumbens, tuberculum 
olfactorium), cuore, polmoni, timo, milza, tessuto adiposo 
bianco 
 
Sottotipo A2 B 
 










tessuti. [ 5 ]  Una inadeguata ossigenazione del tessuto può essere 
causata da un decremento nell’apporto di ossigeno (per esempio 
dovuto ad ischemia) o da un aumento della richiesta di ossigeno (ad 
esempio in seguito ad attività fisica). La conseguente bassa 
pressione parziale dell’ossigeno causa a sua volta una caduta nella 
carica energetica della cellula,  soprattutto in compartimenti 
sensibili  come i mitocondri. Tale caduta energetica, mediante un 
processo ancora non completamente conosciuto, ma nel quale è 
indubbiamente implicata la scissione di ATP, si riflette in un 
aumento dei l ivelli  locali  di adenosina, la quale a sua volta media 




Tale scopo viene raggiunto tramite la combinazione di azioni 
selettive svolte per interazione di questo nucleoside sui recettori A1 
e A2A, Figura 5 .  
 
 
Figura 5.Adenosina ed utilizzo di ossigeno 
 
Le risposte A1 mediate provocano quasi invariabilmente 
diminuzione della richiesta di ossigeno. La contemporanea 
costrizione A1-mediata delle arteriole afferenti renali riduce la 
velocità di filtrazione glomerulare, diminuendo il  carico di lavoro a 
cui il  rene è sottoposto. Le risposte A2 A-mediate implicano in 
genere un aumento dell’apporto di ossigeno; ad esempio, effetti  A2 A 
mediati sono la vasodilatazione e l’inibizione dell’aggregazione 
piastrinica che determinano entrambe un aumento del flusso 
sanguigno e quindi dell’apporto di ossigeno. 
Le azioni A1-mediate non si l imitano a questo: infatti ,  viene 
esercitata un’inibizione del ri lascio di renina da cui deriva un minor 
lavoro speso dal rene nel riassorbimento di sodio, oltre ad una 
diminuzione del lavoro cardiaco tramite l’inibizione del sistema 
dell’angiotensina, che risulta in una minore vasocostrizione. 
Valutando l’effetto che produce l’attivazione del recettore A1 
a livello renale, è facile intuire il potenziale impiego di antagonisti 
esercizio                                                              ischemia, ipossia
       aumentata richiesta di ossigeno                                  diminuito apporto di ossigeno   








per tale recettore come diuretici e protettivi in caso di insufficienza 
renale grave. 
A livello del sistema nervoso centrale i  recettori  A1 sono 
presenti in maggior concentrazione rispetto agli organi periferici.  
L’attivazione di questi  recettori  si  traduce in un aumento del tono 
inibitorio sul SNC, con conseguente effetto sedativo ed 
anticonvulsivante. L’attivazione di questo sottotipo recettoriale è 
implicata anche nel controllo del sonno e della veglia. Gli agonisti  
per i  recettori A1 sono infatti  sedativi e tranquillanti mostrando 
proprietà ansiolitiche, mentre gli antagonisti  sono eccitanti e 
stimolanti del risveglio. Inoltre i  recettori  A1 sembrano esser 
coinvolti  nella modulazione dei processi di apprendimento e 
memorizzazione: una strategia per la cura del morbo di Alzheimer, 
infatti ,  prevede la somministrazione di antagonisti recettoriali 
A1,dal momento che l’attivazione di questo recettore determina una 
inibizione del rilascio di acetilcolina. 
A livello cardiaco si osservano potenti effetti  cronotropi, 
isotropi e dromotropi negativi, mediati  dai recettori  A1, che vanno a 
diminuire la frequenza di scarica delle cellule pace-maker. Oltre a 
questi effetti  diretti ,  l’adenosina svolge anche un controllo indiretto 
sulla funzione cardiovascolare antagonizzando le azioni stimolanti 
dei recettori β-adrenergici.  E’ stato proposto un ruolo 
dell’adenosina anche nella regolazione del flusso ematico cerebrale 
e dei muscoli scheletrici,  ma le prove sono meno convincenti che 
per il  flusso coronario. 
A livello polmonare la stimolazione mediata da recettori A1 è 
in grado di modificare il  tono della muscolatura liscia bronchiale 
producendo una transitoria broncocostrizione seguita da un più 
prolungato rilasciamento. Nei soggetti  non asmatici la 
somministrazione di adenosina per inalazione non ha effetti  
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significativi sul calibro delle vie aeree, mentre in soggetti  asmatici 
è un potente broncocostrittore.[ 1 ]  
In Tabella 2  sono schematizzate le potenziali applicazioni 
terapeutiche dei ligandi al  sottotipo recettoriale A1. 
 






Agonisti A1  
 
 

























Recettori A2 A 
 
Come si può vedere nella Tabella 1 ,  i  recettori A2 A sono 
localizzati preferenzialmente in quelle regioni del cervello ricche di 
dopamina, come per esempio nel nucleus accumbens e nel 
tuberculum olfactorium. Inoltre, è stato visto che il  legame 
dell’adenosina con il  proprio recettore influenza anche l’affinità 
della dopamina per la propria specie recettoriale, in particolare 
l’attivazione dei recettori  ad alta affinità dell’adenosina nello 
striato riduce l’affinità degli agonisti  dopaminergici per i  D2. Gli 
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agonisti  dei recettori A2 A inibiscono quindi l’attività locomotoria 
mediata dalla dopamina, mentre gli antagonisti A2 A la stimolano. 
Tali risultati  fanno ipotizzare la possibile utilizzazione degli 
agonisti  A2 A quali neurolettici  nel trattamento della schizofrenia, 
dove si  realizza un’esasperata stimolazione dei recettori D2  della 
dopamina, e l’uso degli antagonisti  A2 A come potenziali farmaci 
antiparkinson, in quanto diminuiscono la rigidità muscolare e sono 
anche in grado potenziare gli effetti  della L-DOPA. 
A livello cardiocircolatorio, l’attivazione dei recettori A2 A 
produce vasodilatazione e riduzione della pressione sanguigna. La 
vasodilatazione è causata da un notevole accumulo di adenosina 
nella matrice extracellulare, dovuto o ad una somministrazione di 
adenosina esogena, o ad un aumento di questa in risposta ad un 
danno ischemico o ad una riduzione del recupero intracellulare del 
nucleoside per blocco del suo specifico trasportatore. Antagonisti 
selettivi A2 A potrebbero risultare dunque utili  nel ridurre il  danno 
cerebrale associato all’ischemia, inibendo l’adesione dei neutrofili  
alle pareti vascolari.  
Inoltre l’adenosina riveste un ruolo importante nella funzione 
del sistema immunitario ed è un modulatore endogeno 
dell’infiammazione. Gli elevati l ivelli  di adenosina e dei suoi 
metabolici determinano inibizione selettiva sia della 
differenziazione che della funzione effettrice dei linfociti .  E’ stato 
suggerito che i  recettori adenosinici giochino un ruolo importante 
nel l imitare le risposte agli  auto-antigeni, cosa che accade nei 
tessuti danneggiati da un’ischemia o da processi infiammatori.  Sotto 
questa condizione l’adenosina, ri lasciata dalle cellule anossiche o 
dell’endotelio vascolare danneggiato, è capace di inibire, tramite 
l’attivazione del recettore A2 A, le reazioni immunofisiologiche 
relativamente deboli causate da antigeni non molto potenti come gli 
auto-antigeni. La sua azione immunorepressiva, al contrario, non è 
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tale da inibire risposte immunitarie causate da potenti  antigeni quali 
virus e batteri.   
Anche gli effetti  dell’adenosina sulle funzioni dei neutrofili   
suggeriscono che questa è un potente regolatore del processo 
infiammatorio. Ad alta concentrazione, come quella che può esser 
presente nel sito del tessuto danneggiato, l’adenosina inibisce la 
produzione, da parte dei vari tessuti,  di metaboliti  dell’ossigeno 
potenzialmente tossici,  determinando un effetto antinfiammatorio, 
Tabella 3 . [ 1 ]   
 






Agonisti A2 A  
 
 


























Recettori A2 B 
 
L’identificazione del sottotipo A2B è risultata difficile per la 
mancanza di ligandi specifici;  per questo motivo si hanno a 
disposizione poche informazioni sul significato fisiologico di tale 
recettore, anche se la clonazione di specifiche popolazioni 
Adenosina 
 16
recettoriali  pure potrebbe fornire una più dettagliata 
caratterizzazione farmacologica. 
E’ stato suggerito che il  recettore A2B sia coinvolto nella 
riatt ivazione del distretto cardiaco e cerebrale, qualora sussistano 
danni o minacce ai sistemi vitali.  Inoltre a l ivello coronarico e 
periferico l’adenosina, per azione sui recettori  A2 B localizzati  
nell’endotelio dei vasi,  agisce come potente vasodilatatore. 
Studi più recenti  hanno dimostrato che l’attivazione di tale 
sottotipo recettoriale porta ad un aumento delle concentrazioni 
cellulari  di calcio e della secrezione di ioni cloro (via cAMP) nelle 
cellule epiteliali  dell’intestino.[ 1 ]   
 
Recettori A3  
 
Negli ultimi anni è stato suggerito che molti  degli effetti  
fisiologici dell’adenosina possano esser mediati  dal sottotipo A3. 
Diversi studi indicano che tale recettore riveste un ruolo 
cruciale in patologie quali l’infiammazione, la neurodegenerazione, 
l’ischemia cerebrale e cardiaca, l’asma. Il  recettore A3 inoltre, 
sembra esser coinvolto nella regolazione dell’apoptosi.  
A livello cardiaco gli  agonisti  A3 svolgono un ruolo 
protettivo nei confronti dei miociti ,  ma non provocano, a differenza 
degli  agonisti  A1, ipotensione ed ipotermia. 
Recentemente è stato proposto un meccanismo particolare per 
quanto riguarda l’attivazione dei recettori  A3: per concentrazioni di 
agonista (selettivo A3) dell’ordine del nM si ha un effetto 
citoprotettivo, mentre per concentrazioni dell’ordine del µM si ha 
spesso un effetto tossico; probabilmente a seconda della 
concentrazione si ha l’attivazione di secondi messaggeri diversi.  
Sia gli  agonisti  che gli  antagonisti di questo sottotipo 
recettoriale potrebbero essere sfruttati  per il  trattamento di malattie 
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in cui è richiesta la citotossicità (come nel cancro e 
nell’infiammazione) o per patologie in cui non è desiderata la 
citotossicità (neurodegenerazione). Ad esempio, la 
somministrazione acuta di un antagonista o quella cronica di un 
agonista provoca un miglioramento nelle ischemie cerebrali ,  mentre 
si ha un peggioramento con la somministrazione acuta di un 
agonista, Tabella 4 . [ 4 ]  
 






Agonisti A3  
 
 










































Riassumendo le funzioni biologiche dell’adenosina sono: 
•  a livelo del SNC inibisce il  rilascio di dopamina; è implicata 
nella sedazione, nel sonno e nella nocicezione. 
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•  a livello cardiaco aumenta la conduttanza del potassio, mentre 
riduce il  passaggio di calcio nei miociti  striatali;  ne consegue 
una marcata depolarizzazione e soppressione del potenziale 
d’azione del Ca2 + dipendente. L’adenosina viene perciò 
considerata il  farmaco di prima scelta nel trattamento della 
tachicardia sopraventricolare. 
•  a livello renale influenza la velocità di filtrazione glomerulare, 
inibisce la liberazione di renina e la diuresi.  
•  a livello epatico stimola la gluconeogenesi. 
•  a livello dell’apparato respiratorio provoca broncocostrizione in 
soggetti asmatici e in misura minore anche in soggetti sani. 
 
 
RELAZIONI STRUTTURA-ATTIVITA’ (SAR) PER I LIGANDI 
DEL RECETTORE DELL’ADENOSINA 
 
Il  principale meccanismo di studio dei recettori 
dell’adenosina, prima dell’utilizzo delle recenti  tecniche di biologia 
molecolare, è basato su saggi farmacologici.  Numerosi ligandi sono 
stati sintetizzati  e saggiati  per la loro affinità con il  recettore 
dell’adenosina. 
Per i  sottotipi A1 e A2 A sono state definite delle SAR 
abbastanza dettagliate che hanno consentito la comprensione del 
dominio di legame dei recettori,  i l lustrando le caratteristiche 
strutturali necessarie per un’alta affinità e per la selettività verso un 
determinato sottotipo. Queste SAR, insieme con le tecniche di 
molecular modelling, sono anche state usate per lo sviluppo di un 
farmacoforo che descriva le caratteristiche di legame dei vari 
ligandi. 
Con la scoperta del sottotipo A3, le SAR sono divenute più 
complesse da interpretare e molti ligandi già noti sono stati testati 
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anche su questo sottotipo per meglio definire il  loro completo 
profilo di legame. 
Per quanto riguarda il  sottotipo recettoriale A2B, non sono 
ancora state definite con esattezza le relazioni struttura-attività dei 
suoi ligandi, ma una recente clonazione potrebbe facilitare un suo 
futuro studio farmacologico.[ 6 ]  
 
Agonisti del recettore dell’adenosina 
 
Non esistono strutture innovative per gli  agonisti  del recettore 
dell’adenosina. Tutti  gli  agonisti  sono strutturalmente collegati  al 
ligando endogeno adenosina. Nella Tabella 5  vengono riportate le 
strutture di alcuni tra i  più importanti  agonisti  al  recettore 
dell’adenosina. I requisiti  strutturali e stereochimici per quanto 
riguarda il  residuo di ribosio degli agonisti dell’adenosina sono ben 
precisi:  variazioni della struttura o della stereochimica risultano 
nella perdita della potenza di legame al recettore e anche di attività 
intrinseca. Nella Tabella 6  sono riportati  i  dati  relativi ai  derivati  
adenosinici modificati  sulla posizione ribosidica. 
Le SAR del ribosio per il  recettore A3 sono analoghe a quelle 
definite per i  sottotipi A1 e A2 A; questo suggerisce che i requisiti  
del dominio di legame del ribosio sono simili nei vari  sottotipi 
recettoriali .  
L’adenosina endogena è l’isomero β-D-adenosina 1 .  Sia la β-
L-adenosina che la α-D-adenosina non esibiscono affinità per i  
recettori  A1, A2 A e A3. L’inversione della stereochimica del gruppo 
2'-ossidrilico (adenina-β-D-arabinofuranoside) determina un 
abbassamento dell’affinità per il  recettore. Questi risultati  

















Composti R1 R2 R3 
Adenosina1 H H H 
NECA 2 H CONHC2H5 H 
MECA 3 H CONHCH3 H 
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Tabella 6. Dati di binding di ligandi analoghi dell’adenosina modificati 
sul ribosio espressi mediante la Ki (nM) o la percentuale di inibizione alla 
concentrazione di 10-4 M.[6] 
 
Composti A1Ki a A2AKib A3Kic 
          β-L-Adenosina 1 29000 25.4% 9.5% 
α-D-Adenosina 350000 128000 14.2% 
Adenina-β-D-arabino-furanoside 20.2% 26.0% 23.7% 
2'-Desossiadenosina 30.9% 38.9% 28.3% 
3'-Desossiadenosina 5.8% 26.3% 32.7% 
5'-Desossiadenosina 269 596 2830 
2'-O-Metiladenosina 29.4% 49.0% 42.9% 
3'-O-Metiladenosina 0.0% 8.0% 11.0% 
MECA 3 83.6 66.8 72 
NECA 2 6.3 10.3 113 
Aristeromicina 3% 0.0% 200000 
a Inibizione del legame specifico di [3H]PIA 4 o [3H]CHA 5 dalle membrane cerebrali di ratto. 
b Inibizione del legame specifico di [3H]CGS-21680 6 o [3H]NECA 2 dalle membrane striatali 
di ratto. c Inibizione del legame specifico di [125I]APNEA 7 o [125I]AB-MECA 8 dalle membrane 
delle cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto. 
 
Le 2'-desossiadenosina, 3'-desossiadenosina, 2'-O-
metiladenosina e 3'-O-metiladenosina hanno tutte bassa affinità per 
il  recettore: quindi, modificazioni al  2'-  o 3'-ossidrile portano ad 
una drastica perdita di affinità, maggiore di quella determinata da 
variazioni al 5'-ossidrile. 
La 5'-desossiadenosina presenta una Ki di 10-7 M per i  
recettori  A1 e A2 A, 10-6  M per il  sottotipo A3. I derivati 5'-
uronamidici dell’adenosina mostrano buona affinità, come, per 
esempio, la 5'-N-etiluronamide (NECA) 2  che ha una potenza più 
grande per i  sottotipi A1 e A2 A, e la 5'-N-metiluronamide (MECA) 3  
che mostra una potenza maggiore per il  sottotipo A3.[ 6 ] 
L’aristeromicina (derivato dell’adenosina in cui un gruppo 
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metilenico sostituisce l’atomo di ossigeno dell’anello furanico), 
mostra praticamente un’affinità nulla per i  sottotipi A1 e A2A ed una 
debole affinità per i l  sottotipo A3, dimostrando l’importanza 
dell’ossigeno nell’anello, Tabella 6 .  
Per quanto riguarda l’eterociclo purinico dell’adenosina 
sono tollerate poche modifiche, Tabella 7 .  
 
Tabella 7 .  Affinità di legame per i  recettori dell’adenosina di 
analoghi adenosinici modificati  a livello della porzione endociclica, 
espressa come valore di Ki (nM) o in percentuale di inibizione alla 
concentrazione di 10- 4M.[ 6 ]  
 
Composto A1Kia A2AKib A3Kic 
7-Deazaadenosina 21500 59800 61700 
3-Deazaadenosina >100000 48.3% 38.9% 
2-CADO 9 9.3 63 1890 
1-Deaza-2-CADO 226 163 2480 
NECA 2 6.3 10.3 113 
1-Deaza-NECA 51 580 703 
a Inibizione del legame specifico di [3H]PIA 4 o [3H]CHA 5 dalle membrane di cervello di 
ratto. b Inibizione del legame specifico di [3H]CGS-21680 6 o [3H]NECA 2 dalle membrane 
striatali di ratto. c Inibizione del legame specifico di [125I]APNEA 7 o [125I]AB-MECA 8 
dalle membrane di cellule di CHO, stabilmente transfettate da A3-cDNA di ratto. 
 
La 3-deazaadenosina è inattiva, mentre la 7-deazaadenosina 
mostra affinità molto bassa per i  sottotipi A1, A2 A e A3 di ratto. La 
modificazione 1-deaza è ben tollerata specialmente per il  recettore 
A3. Gli 1-deaza analoghi di 2-CADO 9  e NECA 2  dimostrano che 
questa modificazione endociclica è strettamente correlata con le 
modificazioni al C2 e alla posizione 5' .  Altre modificazioni 
endocicliche testate solo per i  sottotipi A1 e A2 A (linee cellulari di 
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fibroblasti umani) includono: 9-deaza, 8-aza, 7-deaza-8-aza, 8-aza-
9-deaza e 2-aza analoghi dell’adenosina.[ 6 ]  Tutti  mostrano una bassa 
affinità recettoriale ad eccezione della 2-azaadenosina che mostra 
un’affinità maggiore dell’adenosina. 
Molti derivati N6-sostituiti dell’adenosina sono stati sintetizzati e 
saggiati  per la loro affinità al  recettore. La regione N6 è stata 
descritta, in virtù delle ampie SAR disponibili ,  per entrambi i  
sottotipi A1 e A2 A. Più recentemente, e di conseguenza in modo 
meno ampio, sono stati  saggiati  l igandi per il  sottotipo A3. I 
composti scelti  per una discussione generale dei requisiti  per la 
zona N6 sono mostrati  in Tabella 8 .  
Variazioni alla posizione N6 dell’adenosina sono ben tollerate 
e portano ad agonisti  potenti.  Con poche eccezioni, sostistuzioni 
sull’N6 aumentano la selettività A1 rispetto ai sottotipi A2 A e A3. Il  
sostituente benzilico è equipotente per i  sottotipi A1 e A3. 
La presenza di un atomo di idrogeno sull’N6 è un requisito 
importante per un’alta affinità, visto che i derivati N,N-disostituiti  
mostrano una ridotta affinità per il  recettore. Questo suggerisce che 
l’idrogeno sull’N6 possa essere coinvolto nella formazione di un 
legame ad idrogeno con il  recettore. Inoltre è anche possibile che la 
bassa affinità dei derivati N,N-disostituiti  sia causata da una 
interazione sterica sfavorevole con il  sito recettoriale. La zona per 
il  sostituente N6 è comunque ampia e idrofobica per tutti  i  sottotipi,  
visto che sono ben tollerati  sostituenti cicloalchilici e arilalchilici.  
Infine, la zona di legame dell’N6 è influenzata dalla stereochimica, 
come è evidenziato dalla maggior potenza della N6-R-







Tabella 8. Affinità di legame per i recettori dell’adenosina di analoghi 
adenosinici modificati nella posizione N6-esociclica, espressa come Ki 
(nM).[6] 
 
Composto A1Kia A2AKib A3Kic 
N6-(Metil)adenosina 360 4600 - 
N6-(Dimetil)adenosina 10000 28900 32500 
N6-(Ciclopentil)adenosina 0.59 462 240 
N6-(Cicloesil)adenosina 1.3 514 167 
N6-(Fenil)adenosina 4.62 663 802 
N6-(Benzil)adenosina 120 285 120 
N6-(Feniletil)adenosina 12.7 161 240 
N6-(R-Fenilisopropil)adenosina 1.2 124 158 
N6-(S-Fenilisopropil)adenosina 49.3 1820 920 
a Inibizione del legame specifico di [3H]PIA 4 o [3H]CHA 5 da membrane di cervello di ratto. 
b Inibizione del legame specifico di [3H]CGS-21680 6 o [3H]NECA 2 da membrane striatali di 
ratto. c Inibizione del legame specifico di [125I]APNEA 7 o [125I]AB-MECA 8 da membrane di 
cellule di CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto.  
 
In generale, la sostituzione sul C2 porta ad agonisti selettivi 
A2 A spesso come risultato di un abbassamento dell’affinità per gli  
A1. Poche adenosine C2-sostituite sono state saggiate per il  
recettore A3, comunque sia la 2–CADO 9 che la 2-
(fenilamino)adenosina mostrano una più bassa affinità per il  
sottotipo A3 rispetto ai sottotipi A1 e A2 A.  
Lo studio delle SAR dei derivati adenosinici variamente 
sostituiti  in posizione 2 [2-alcossiadenosina, 2-arilalcossiadenosina, 
2-amino-adenosina, 2-(N'-alchilidenidrazino)adenosina, 2-(N'-
aralchiliden-idrazino)adenosina, 2-alchiniladenosina, 2-
cicloalchiniladenosina] ha consentito  la determinazione del 
dominio relativo a tale posizione, Tabella 9 .  
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Tabella 9 .  Affinità di legame per il  recettore dell’adenosina di 
analoghi adenosinici modificati a livello esociclico sul C2, espressa 

























R A1Kia A2AKib A3Kic 
Cl 9.3 63 1890 
HN
 560 119 4390 
NHCH2
 10471 5888 - 
NH(CH2)2
 977 68 - 
NH(CH2)2 (CH2)2COOH
 
12580 74 - 
NH(CH2)2
 
























(CH2)4CH3 28.4 2.8 - 
CH2
 
162 2.3 - 
a Inibizione del legame specifico di [3H]PIA 4, [3H]CHA 5 o [3H]CCPA 10 da membrane di 
cervello di ratto. b Inibizione del legame specifico di [3H]CGS-2160 6 o [3H]NECA 2 da 
membrane striatali di ratto. c Inibizione del legame specifico di [125I]APNEA 7 o [125I]AB-MECA 
8 da membrane di cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto. 
 
 
Un subdominio ospita l’atomo che lega il  sostituente sul C2 e 
l’eterociclo purinico. Un ponte metilenico agisce da spaziatore tra 
l’atomo e un subdominio idrofobico terminale: due metileni 
rappresentano la distanza ottimale. La subregione idrofobica 
accomoda i sostituenti alchilici,  cicloalchilici o arilici.  I  gruppi 
idrofobici ciclici possono essere a loro volta sostituiti  portando ad 
un aumento della selettività per il  sottotipo A2 A. 
Possiamo così concludere che composti agonisti 
dell’adenosina potenti e selettivi risultano da modificazioni del 
ligando endogeno adenosina, ed in generale dalla sostituzione 
sull’N6 o sul C2 dell’eterociclo purinico o sulla posizione 5'  del 
residuo di ribosio. Comunque, la presenza di più sostituenti (per 
esempio adenosine plurisostituite) conduce a ligandi più potenti e 
più selettivi per un determinato sottotipo, Tabella 10 .  
E’ interessante notare che le SAR non sono sempre 
prevedibili  sulla base della somma degli effetti  osservati  per i  
composti monosostituiti:  non è detto infatti  che uno stesso 
sostituente che determina un effetto negativo su un derivato 





Tabella 10  Affinità e selettività per il  recettore dell’adenosina di 
analoghi dell’adenosina sostituiti  in posizione N6,C2, 5',  espressi 
come Ki (nM).[ 6 ]  
 
Composti A1a A2Ab A3c A2A/A1 A3/A1 A2A/A3 
2-CADO 9 9.3 63 1890 6.7 203 - 
CPA 11 0.59 462 240 783 407 - 
CCPA 10 0.6 950 237 1583 395 - 
NECA 2 5.1 9.7 - 1.9 - - 
CGS21680 6 1800 19 - 0.011 - - 
MECA 3 83.6 66.8 72 - 0.86 0.93 
AB-MECA 8 898 597 16 - 0.018 37 
a Inibizione del legame specifico di [3H]PIA 4 o di [3H]CHA 5 dalle membrane di cervello di 
ratto. b Inibizione del legame specifico di [3H]CGS-21680 6 o di [3H]NECA 2 dalle membrane 
striatali di ratto. c Inibizione del legame specifico di [3H]APNEA 7 o di [3H]AB-MECA 8 dalle 
mebrane di cellule di CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto. 
 
Antagonisti  per il  recettore dell’adenosina 
 
A differenza degli agonisti ,  gli  antagonisti  del recettore 
dell’adenosina sono strutturalmente diversi dall’adenosina. 
Paragonando le varie classi di antagonisti  si  osserva che, sebbene 
questi abbiano strutture diverse, mostrano alcune caratteristiche 
strutturali comuni. In generale le strutture sono: 
•  planari;  
•  aromatiche o ricche di elettroni π;  
•  eterocicli  contenenti atomi di azoto.[ 6 ]  
Esistono delle eccezioni a queste regole generali,  
rappresentate da derivati  del benzofurano e del 
tetraidrobenzotiofenone.[ 6 ]  
Adenosina 
 28
Gli eterocicli  sono per la maggior parte sistemi biciclici fusi 
6:5 o sistemi triciclici  fusi 6:6:5, portanti sostituenti  idrofobici. 
Inoltre, gli  antagonisti  non presentano il  residuo di ribosio che 
invece è essenziale per l’attività agonista.  
I  primi antagonisti  dell’adenosina riportati  in letteratura sono 
state le xantine naturali:  caffeina e teofillina. [ 6 ]  Esse mostrano una 
scarsa affinità e selettività per i  recettori  dell’adenosina. In seguito, 
sono state sintetizzate numerose xantine, alcune delle quali  si  sono 
dimostrate antagonisti  selettivi e potenti per i  sottotipi A1 e A2. Più 
recentemente le xantine sono state saggiate anche per il  recettore 
A3. L’affinità per il  sottotipo A3 è dipendente dalla specie,[ 6 ]  
cosicchè le SAR diventano più complesse. 
Come nel caso degli  agonisti,  antagonisti  xantinici potenti  e 
selettivi derivano da sostituzioni multiple dell’eterociclo di base. 
Sostituzioni sull’N1, N3, N7 e C8 della xantina contribuiscono 
maggiormente alla potenza e alla selettività per i  recettori  A1 e A2. 
Per ottenere la massima affinità per i  sottotipi A1 e A2 A è 
necessaria l’alchilazione su entrambe le posizioni N1 e N3. 
L’ordine di affinità per entrambi i  sottotipi è: metile<etile<n-
propile≤i-butile, Tabella 11 . [6 ]  
Le xantine 1,3-disostituite mostrano scarsa affinità per il  
recettore A3 di ratto (l’affinità più elevata si osserva con il 
sostituente n-propilico). 
Per il  recettore A2 A il  sostituente alchilico su N3 contribuisce 
maggiormente al legame rispetto al gruppo alchilico su N1 e, come 
per il  recettore A3 il  gruppo N3-n-propilico è preferito. Su N1 si 
osserva solo una piccola variazione di affinità, passando dal gruppo 
metilico a quello n-propilico. Le più significative variazioni per un 
determinato sottotipo si verificano in seguito a sostituzioni sulla 
posizione C8 delle xantine: la sostituzione sul C8 combinata con la 
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sostituzione su N1 e N3 (e spesso N7) ha permesso lo sviluppo di 
xantine potenti e selettive per i  sottotipi A1 e A2 A, Tabella 12 .  
 
Tabella 11 .  Affinità di legame per il  recettore dell’adenosina di 
xantine 1,3-disostituite e 1,3,8-trisostituite, espressa come Ki (nM) 


















R1 R3 R8 A1Kia A2AKib A3Kic 
Metile Metile H 14000 14000 23.1% 
Etile Metile H 15000 5000 - 
Etile Etile H 3300 3000 - 
n-Propile n-Propile H 700 2700 - 
i-Butile i-Butile H 500 1700 - 
n-Butile n-Butile H 500d 2300e 143000 
n-Propile n-Propile Ciclopentile 0.23 230 18.7% 
n-Propile n-Propile Fenile 2750 116 - 
n-Propile Metile Fenile 6.96 553 - 
Metile n-Propile Fenile 6.30 93.3 - 
Metile Metile Fenile 60 644 - 
a Inibizione del legame specifico di [3H]CHA 5 dalle membrane di cervello di ratto. b Inibizione del 
legame specifico di [3H]NECA 2 dalle membrane striatali di ratto. c Inibizione del legame specifico 
di[125I]APNEA 7 dalle membrane di cellule CHO, tranfettate con A3 c-DNA di ratto. d Inibizione del 
legame specifico di [3H]PIA 4 dalla membrane di cervello di ratto. e Inibizione del legame specifico 







Tabella 12 .  Affinita’ di legame per i l  recettore dell’adenosina di  

















R1 R3 R7 R8 A1Kia A2AKib A2A/A1 
Metile Metile H H 14000 14000 1 
Metile Metile H Fenile 60 644 11 
Metile Metile H Ciclopentile 11 1440 130 
Propile Propile H Fenile 2.75 116 42 
Propile Propile H Ciclopentile 0.23 230 1000 
Propile Propile H Cicloesile 0.30 320 1067 
Propile Propile H 3-Noradamantile 1.3 380 290 
Propile Propile H R-Fenilisopropile 6.9 157 23 
Propile Propile H S-Fenilisopropile 60.7 848 14 
Propile Propile H RS- Fenilisopropile 32.6 644 20 
Propile 3-Aminofeniletile H Ciclopentile 0.23 2000 8700 
Metile Metile Metile 3-Clorostirile 28200 54 0.0019 
a Inibizione del legame specifico di [3H]CHA 5 dalle membrane di cervello di ratto. b Inibizione del legame 
specifico di [3H]NECA 2 dalle membrane striatali di ratto. c Inibizione del legame specifico di [3H]CHA 5 
dalle membrane di porcellino d’India. 
 
Il  sostituente sul C8 mostra stereoselettività in modo analogo 
al sostituente N6 degli  agonisti ,  come è evidenziato dai dati di 
affinità di R,S-8-, R-8- e S-8-fenilisopropilxantina.[ 6 ]  La potenza e 
la selettività per il  recettore A1 viene facilmente aumentata 
mediante l’introduzione di grossi gruppi idrofobici sul C8. Le SAR 
dimostrano che sostituenti C8-cicloalchilici determinano una 
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maggiore affinità per il  sottotipo A1 e che la sostituzione 
cicloalchilica è migliore della fenilica, Tabella 12 .  
I  derivati 8-stirilici delle 1,3-dimetilxantine si sono 
dimostrati  altamente selettivi per i  recettori A2 A. Questo studio è 
stato criticato per vari motivi: in primo luogo, il  legame ai recettori 
A1 e A2A è stato misurato in specie differenti;  in secondo luogo, ai 
saggi di binding è stata aggiunta una quantità insufficiente di 
DMSO determinando probabilmente problemi di solubilità.  
E’ stata preparata un’ampia serie di 8-stirilxantine che sono 
state successivamente testate per i  recettori  A1 e A2 A di ratto.[ 6 ]  Le 
SAR hanno dimostrato che:  
•  la sostituzione sull’anello stirilico è determinante sia per la 
potenza che per la selettività e la posizione meta  è la più 
favorevole; 
•  gruppi alchilici  ingombranti  su N1 e su N3 aumentano l’affinità 
sia per i  recettori A1 che A2 A con una perdita totale della 
selettività A2 A; 
•  la sostituzione dell’idrogeno su N7 con un metile aumenta la 
selettività A2 A; 
•  estensioni a lunga catena nella posizione para  del residuo di 
stirene mantengono la selettività A2 A ed una moderata potenza. 
Si riscontrano differenze significative nell’affinità di legame degli 
antagonisti xantinici per i recettori A3 di specie diverse.[6] Le xantine 
hanno bassa affinità per il recettore A3 di ratto, anche se un piccolo 
numero di xantine mostra alta affinità sia per i recettori A3 umani sia per 
quelli di pecora, Tabella 13. 
La sostituzione sul C8 aumenta l’affinità per i  recettori  umani 
e di pecora, mentre determina solo un limitato miglioramento per il  
recettore di ratto. 
Le 8-fenilxantine con sostituenti acidi in posizione para  
mostrano una maggiore affinità per i  recettori umani e di pecora. Si  
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per il  sostituente 8-ciclopentilico, che è 65 volte più potente 
sul recettore umano. 
In questi ultimi anni, sono stati  identificati  numerosi 
antagonisti  dell’adenosina a struttura non xantinica.[ 6 ]   
I  composti che sono selettivi,  generalmente lo sono per gli  
A1, mentre solo pochi ligandi sono A2 selettivi.  La ricerca di  
composti A3 selettivi è stata effettuata in due modi: il  primo è stato 
quello di saggiare sul recettore A3 dell’uomo gli antagonisti  
dell’adenosina già esistenti (le triazolochinazoline, che si  legano 
poco agli A3 di ratto, sono state scoperte in questo modo). Il  
secondo approccio consiste nel fare uno screening di una serie di 
composti ed in seguito modificarli  per ottenere composti selettivi 




Agonisti parziali del recettore dell’adenosina 
 
Un agonista parziale è un composto la cui attività intrinseca è 
minore di quella di un agonista pieno. Ci sono parecchi potenziali 
vantaggi nell’utilizzo di agonisti  parziali  dell’adenosina piuttosto 
che agonisti totali:  
•  gli effetti  cardiovascolari  ipotensivi dovuti agli  agonisti 
dell’adenosina sono un fattore limitante per il  loro uso 
terapeutico; gli agonisti parziali possono evitare l’insorgenza di 
questo effetto collaterale; 
•  gli agonisti  parziali  possono indurre minore down-regulation e 
desensibilizzazione recettoriale; 




L’eliminazione del residuo di ribosio fa variare il  profilo 
della molecola da agonista ad antagonista. 
L’eliminazione dei gruppi 2'- o 3'-ossidrilici negli agonisti  
N6-sostituiti  (ad esempio i  desossi-derivati)  abbassa sì  l’affinità, 
ma anche l’attività, cosicché questi composti  si considerano 
agonisti parziali .   
La teofillina-7-riboside 18  è stato uno dei primi agonisti  
parziali  del recettore dell’adenosina. La 1,3-dibutil-xantina-7-
riboside 19  è un agonista parziale del rettore A3. Questi composti 
presentano una struttura ibrida agonista-antagonista (è presente 
infatti  la porzione ribosidica caratteristica degli agonisti  e la 
struttura xantinica tipica degli antagonisti).  
Questi  composti ibridi sono interessanti in quanto permettono 
la conversione di un antagonista pieno in un agonista parziale o in 




























Il  molecular modelling per il  sito di legame dell’adenosina è 
stato affrontato da due punti  di vista: i l  primo approccio prevede lo 
sviluppo di un modello recettoriale basato sullo studio dei ligandi 
del recettore dell’adenosina (piccolo modello molecolare),  mentre il  
secondo è basato sullo studio delle proteine che costituiscono il  sito 
di legame dell’adenosina (grande modello molecolare). 
Lo scopo di questi studi di modellistica molecolare è quello 
di sviluppare un farmacoforo che possa guidare lo sviluppo futuro 
di ligandi potenti e selettivi,  permettendo così una ricerca razionale 
piuttosto che casuale.  
In letteratura sono stati  presentati diversi modelli di 
farmacoforo per il  recettore dell’adenosina. I modelli  di 
farmacoforo proposti si basano tutti  sulla razionalizzazione delle 
SAR di agonisti  ed antagonisti  per i  recettori dell’adenosina. La 
sovrapposizione di vari ligandi nello sviluppo di ciascun modello è 
basata sulla massimizzazione delle interazioni di legame ligando-
recettore. Queste interazioni comprendono complementarietà 
steriche, elettrostatiche ed idrofobiche. Inoltre molto importanti 
sono anche interazioni che coinvolgono la formazione di legami ad 
idrogeno. Ogni modello, inoltre, assume che agonisti  ed antagonisti  
dell’adenosina si leghino ad uno stesso sito di legame sul recettore.  
Dal momento che la clonazione dei sottotipi recettoriali  è solo 
all’inizio, si  ha una limitata conoscenza strutturale dei sottotipi 
recettoriali .  Di conseguenza, gli  studi di modellistica molecolare si 
sono focalizzati  soprattutto sul recettore A1, a causa principalmente 
della disponibilità di agonisti  ed antagonisti  A1 potenti e selettivi.  
Solo uno dei modelli  fa riferimento al recettore A2 A. 
Uno dei modelli  proposti è il  modello “ruotato”, per il  suo 
sviluppo è stata inizialmente effettuata la sovrapposizione 
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dell’adenosina con la teofillina, attraverso la sovrapposizione degli 
eterocicli  purinici. Sebbene questo rappresenti solo il  punto di 
partenza per lo sviluppo del modello “ruotato”, questa 
sovrapposizione è diventata essa stessa un modello, definito 
“standard”, Figura 6a, 6b .   
Nel modello standard gli atomi N1, N3, N7 e N9 dei due 
ligandi coincidono, mostrando una buona sovrapposizione sterica, 
idrofobica ed elettrostatica, Figura 6a .  Sostituenti esociclici N6 e 
C8, eventualmente presenti rispettivamente sull’agonista e sulla 
xantina, occupano regioni spaziali  diverse e non determinano un 
aumento della sovrapposizione sterica, idrofobica o elettrostatica,  
Figura 6b .  Una sovrapposizione alternativa degli eterocicli  è 
mostrata in Figura 6c:  N1, N3, N7 e N9 dell’adenosina coincidono 
rispettivamente con C2, C6, N9 e N7 della xantina. Questa 
disposizione spaziale mantiene la sovrapposizione sterica ed 
idrofobica del modello standard, migliorando però 
considerevolmente la sovrapposizione elettrostatica. Il  modello 
“flipped” (ruotato) prevede la rotazione di 180˚  della xantina 
attorno al suo asse orizzontale, rispetto alla disposizione della 
xantina nel modello standard. Se confrontiamo i composti N6- e C8-
sostituiti  vediamo che la sovrapposizione sterica ed idrofobica non 
migliora, Figura 6d .  Una conferma alla validi tà del modello ruotato  
rispetto a quello standard viene dall’affinità della teofillin-7-
ribonucleoside per il  recettore A1 e dalla mancanza di affinità della 
teofillin-9-ribonucleoside. 
Riassumendo, il  modello flipped propone 4 zone di legame 
per il  sito recettoriale A1: 
•  un residuo purinico comune ad agonisti  ed antagonisti;  
•  un residuo di ribosio per gli agonisti;  
•  una zona di legame all’ N6 per gli  agonisti;  




















































































































































Il modello “N6-C8” è un modello basato sull’ipotesi che il  
sostituente sul C8 delle xantine si  lega alla stessa zona del recettore 
del sostituente sull’N6 dei derivati  dell’adenosina. Ciò suggerisce 
che le xantine si leghino “rovesciate” rispetto all’adenosina, con 
l’anello a 5 termini della xantina corrispondente, in modo 
approssimativo, all’anello a 6 termini dell’adenosina. Questa ipotesi 
è supportata dal fatto che sia l’N6-ciclopentiladenosina che l’8-
ciclopentilteofillina mostrano selettività per il  sottotipo recettoriale 
A1. Il  modello “N6-C8” è mostrato in Figura 6e:  N1, N3 e N9 
dell’agonista si sovrappongono a N9, N3 e N1 della xantina. 
Si può concludere che il  modello “N6-C8” è quello più 
probabile in quanto presenta buona sovrapposizione sterica, 
elettrostatica, idrofobica e ipotizza la presenza di siti  capaci di 
formare legami ad idrogeno con gli N6H- e gli  N7 dell’agonista e 
con gli NH7- e gli  O6 della xantina. 
Il  modello “a tre siti  di legame” confronta i  derivati C2-
sostituiti ,  agonisti  dell’adenosina A2 A  selettivi,  gli  agonisti  
dell’adenosina A1 selettivi N6-sostituiti  e le xantine A1 selettive C8-
sostituite, Figure 6f-7 . [6 ]  In questo modello si presuppone 
l’esistenza di una zona comune di sovrapposizione (denominata 
dominio idrofobico) per i  sostituenti sul C2 (agonisti  A2 A), sull’N6 
(agonisti  A1) e sul C8 (antagonisti A1). 
Il  modello “a tre siti  di legame” è stato indicato come 
modello “C2-N6-C8”, presenta una buona sovrapposizione sterica,  
elettrostatica ed idrofobica e, analogamente al modello “N6-C8”, 
conferma la presenza di gruppi funzionali capaci di formare legami 
ad idrogeno (con gli N6H-dell’agonista A1, gli  NH- sul C2 
dell’agonista A2 A e gli N9- della xantina). 
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Confrontandolo con gli altri  modelli ,  N6, N1 e N3 
dell’agonista A1 coincidono con N9, N3 e N1 della xantina 
antagonista A1. In aggiunta alla zona di interazione idrofobica, il 
modello “a tre siti  di  legame” propone anche una zona centrale dove 
interagisce il  nucleo aromatico e una zona di legame per il  ribosio 
nei recettori  A1 e A2A, Figura 7 .  
 





























Tabella 13 .  Differenze nelle specie dell’affinità di legame per il  recettore A3 di xantine, espressa come Ki (nM) 
o in percentuale di inibizione alla concentrazione di 10-4 M. R1=n-propile, a meno che non sia indicato 
diversamente. 
 
Composto R8 R3 Ratto Pecorac Uomod 




































     21 
 










  1170b 
 
     3 
 
  18 
[a] Inibizione del legame specifico di [125I]APNEA da membrane di cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto. [b] Inibizione  
del legame specifico di [125I]AB-MECA da membrane di cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di ratto. [c] Inibizione del legame 
specifico di [125I]ABA da membrane di cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di pecora. [d] Inibizione del legame specifico di 
[125I]ABA da membrane di cellule CHO, stabilmente transfettate con A3-cDNA di uomo. Abbreviazioni: XCC 8-[4-






















Una delle prime classi di antagonisti per i l  recettore 
dell’adenosina è rappresentata dalle xantine-8-sostituite; 
successivamente sono state individuate altre classi di composti, 
quali le pirazolo[4,3-d]pirimidine 20 ,  le 1,2,4-triazolo[4,3-
d]chinossalin-4-amine 21 ,  le 1,2,4-triazolo[1,5-c]chinazoline 22  
(CGS 15943), le pirimidino[4,5-b]indol-4-amine 23  e le 





































Figura 8.  Classi di antagonisti  ai recettori  dell’adenosina. 
 
Come si può vedere dalla Figura 8 ,  tutti  questi composti 
mostrano caratteristiche strutturali  comuni: un anello aromatico o 
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eteroaromatico fuso con un anello azolico a 5 o 6 termini e la 
presenza di gruppi capaci di formare legami ad idrogeno; gli  atomi 
in grassetto sembrerebbero essere coinvolti  nella formazione di 
legami ad idrogeno con gruppi donatori  o accettori  del sito 
recettoriale, mentre i  sostituenti puntati  sarebbero responsabili  di 
interazioni di tipo idrofobico in opportune tasche lipofile del 
recettore. 
Sulla base di queste osservazioni,  nella presente tesi ho 
rivolto la mia attenzione alla sintesi di nuovi possibili  antagonisti 
selettivi per il  sottotipo A3 del recettore dell’adenosina. Infatti ,  
come già descritto nella Parte Generale ,  gli  antagonisti  selettivi A3 
potrebbero essere impiegati nel trattamento dell’infarto, del 
glaucoma e come antiasmatici, antiallergici e agenti 
cerebroprotettivi.  Inoltre, è stato recentemente proposto che 
l’attivazione dei recettori  A3 moduli la proliferazione cellulare. 
Prove cliniche hanno rivelato che, in presenza di cellule tumorali ,  si  
hanno significative differenze nella densità recettoriale: nei tessuti 
neoplastici si  osserva, infatti ,  una densità particolarmente elevata di 
tale recettore rispetto ai tessuti  normali.  Per questo motivo è stato 
proposto l’utilizzo degli antagonisti  A3 come agenti in grado di 
sensibilizzare le cellule tumorali  alla terapia con chemioterapici.[ 8 ]  
Nella Figura 9  sono riportate alcune classi di antagonisti  A3 
recentemente descritte: le triazolochinazoline 25 , [ 9 ,1 0 ]  le 
pirazolotriazolopirimidine 26 , [ 1 ,8 ,1 1 ]  le triazolochinossaline 27  e 
28 , [ 1 2 -14 ]  le isochinoline 29, [15 - 17 ]  e le piridine 30 . [18 - 20 ]  Come 
possiamo vedere, tutti  i  composti presentano un sistema 
polieterociclico contenente azoto. Questo sistema risulta analogo a 
quello di una classe di composti recentemente descritta dal nostro 
gruppo di ricerca quali ligandi per il  recettore centrale delle 
benzodiazepine: i  feniltriazolobenzotriazindioni (PTBTs) 31 ,  










































































Figura 10 .  PTBTs, nuova classe di  ligandi per il  BZR. 
 
 
 R1 R2 
31a H H 
31b H F 
31c H Cl 
31d H CH3 
31e H OCH3 
31f Cl H 
31g Cl Cl 
31h Cl CH3 
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Sulla base di questa analogia strutturale i  composti 31a-h  sono stati  
sottoposti a saggi di binding per il  recettore dell’adenosina. i  dati di  
 
Tabella 14.  Affinità di legame per il  recettore dell’adenosina dei 
PTBTs espressa come Ki (nM).  
 
no. R1 R2 Ki (nM)a  
 hA1b hA2Ac hA3d 
31a H H 339.5±54.2 > 10000 91.2±8.2 
31b H F 592.8±32.9 > 10000 97.0±6.0 
31c H Cl > 10000 > 10000 41.9±5.2 
31d H CH3 4400.5±345.2 > 10000 86.5±11.2 
31e H OCH3 1070.5±79.8 > 10000 49.8±8.1 
31f Cl H 960±85 > 10000 382.5±22.9 
31g Cl Cl 108.9±15.4 > 10000 96.2±7.1 
31h Cl CH3 890.3±76.5 > 10000 39.6±3.3 
a I valori di Kisono espressi come media ± SEM di più determinazioni 
bInibizione del legame specifico di [3H]DPCPX da hA1AR espresso in 
membrane di cellule CHO. cInibizione del legame specifico di [3H]NECA 
da hA2AAR espresso in membrane di cellule CHO. dInibizione del legame 
specifico di [125I]AB-MECA da hA3AR espresso in membrane di cellule 
CHO. 
 
affinità sono riportati  nella Tabella 14 .  Come possiamo notare, tutti  
i  composti presi in esame, oltre ad essere buoni ligandi per il  BzR, 
presentano valori  di affinità nell’ordine del nanomolare per i l  
sottotipo recettoriale A3. 
Alla luce di questi  dati  di affinità, abbiamo cercato di 
modificare la struttura dei PTBTs in modo da ottenere una nuova 
classe di composti affini e selettivi per i l  recettore dell’adenosina, 
in particolare A3 selettivi.  Basandoci sulle strutture degli 
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antagonisti  25-30 ,  abbiamo pensato di sostituire la porzione 
ammidica dei derivati 31  con un gruppo amidinico.  
Nella presente tesi,  mi sono quindi proposta di sintetizzare 
una nuova classe di antagonisti  quali i  derivati  5-amino-2-
fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazinici 32 a-e  (APTBTs), 
Figura 11 . [ 22 ,2 3 ]  Nella Figura 11  vediamo infatti  che questi 
composti presentano un’alta analogia strutturale anche con il  
composto 22 (CGS 15943),[ 9 ]  descritto in letteratura come 






































Figura 11 .  Analogia strutturale con il  composto CGS 15943 22 .  
 
Come possiamo vedere le due strutture presentano una buona 
corrispondenza tra i  centri  ritenuti responsabili  dell’interazione con 
il  recettore dell’adenosina. Dalla Figura 11  possiamo infatti 
osservare che: 
•  entrambe le strutture presentano un nucleo triciclico 
poliazotato del tipo 6,6,5 contenente un anello triazolico; risulta 
però interessante notare la presenza di un gruppo carbonilico in 
posizione 1 dei derivati 32 a-e  al posto di un atomo di azoto sempre 
in posizione 1 del composto 22 .  Probabilmente questi due gruppi 
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funzionali,  fungendo da accettori,  formano dei legami ad idrogeno 
nell’interazione col recettore; 
•  i l  sostituente aromatico in posizione 2 nei derivati  di nuova 
sintesi è sovrapponibile con l’anello furanico del composto 22 ,  per 
cui è possibile ipotizzare un’analoga interazione con una tasca 
lipofila del sito recettoriale; 
•  i  composti 32 a-e  e 22  presentano entrambi in posizione 5 un 
gruppo aminico che probabilmente è impegnato in un legame ad 
idrogeno con un sito accettore. 
Abbiamo inoltre pensato di introdurre sostituenti diversi (F, 
Cl, CH3, OCH3) nella posizione para  dell’anello fenilico, in modo 
da poter valutare eventuali  variazioni dell’affinità e del profilo 
farmacologico delle molecole di nuova sintesi 32 a-e .  
La sintesi dei composti 32 a-e  è riportata nello Schema 1:  
l’intermedio chiave di questa sintesi è costituito dai derivati 
triazolici diarilsostituiti  35 a-e .  Per la preparazione di questo 
intermedio abbiamo fatto riferimento ad una procedura riportata in 
letteratura[ 2 4 ]  per la sintesi dell’analogo derivato triazolico 38  non 













































a: R=H; b: R=4'-F





























Questa procedura prevede la condensazione tra la fenilazide 37 ,  
preparata a partire dalla fenilidrazina per trattamento con acido 
nitroso a 0˚C,[25 ]  e fenilacetato di etile 34a:  la reazione viene 
condotta a 100˚C, in etanolo assoluto ed in presenza di una base 
forte come etossido di sodio. 
Plausibilmente, la reazione avviene per attacco nucleofilo del 
carbanione sull’azoto positivo del gruppo azidico, a dare 
l’intermedio aperto 39  (Schema 3); quest’ultimo elimina una 
molecola di etanolo trasformandosi nel sale sodico del derivato 38  
desiderato, che viene liberato per trattamento della reazione e 









































Analogamente, per la sintesi della o-nitrofenilazide 33 ,  come 
riportato in letteratura,[ 27 ]  si  parte dalla o-nitroanilina commerciale 
trattando, in ambiente acido per acido cloridrico, prima con nitrito 
di sodio per ottenere il  sale di diazonio corrispondente, quindi con 
sodio azide a 0˚C. Si ottiene un solido giallo spugnoso che viene 
purificato per cristallizzazione da etanolo ad una temperatura di 50-
55˚C (Schema 1).  
Durante il  processo di purificazione è fondamentale 
mantenere la temperatura al di sotto del valore indicato, in quanto 
l’o-nitrofenilazide 33  è poco stabile al riscaldamento: la sua 
termodecomposizione porta alla formazione di un composto 
identificato come benzofurazano 40 ,  secondo la reazione riportata 




















Per l’ottenimento dei nostri  intermedi chiave 35 a-e ,  
l’instabilità della o-nitrofenilazide 33  alle temperature elevate, ci 
ha costretto a rivedere la procedura riportata in letteratura relativa 
alla sintesi del derivato non sostituito 38 ,  che prevedeva il  
riscaldamento della miscela di reazione a 100˚C. Abbiamo quindi 
pensato di ripetere la preparazione di 38 ,  conducendo la reazione di 
condensazione tra la fenilazide 37  e il  fenilacetato 34a  a 0˚C per 24 
ore, poi a temperatura ambiente fino a completamento della stessa 
(analisi con TLC). In questo modo avremmo avuto la possibilità di 
verificare quanto il  riscaldamento influisse sull’ottenimento del 
prodotto. I  dati sperimentali  confermano l’ottenimento di 38  anche 
in queste condizioni, seppure con resa leggermente inferiore e tempi 
di reazione più lunghi. La struttura del composto 38  viene 
confermata per confronto dei dati analitici e spettroscopici con 
quelli  riportati  in letteratura.[26 ]  
La sintesi dei derivati  35 a-e  viene quindi condotta in 
condizioni analoghe: ad una soluzione di etossido di sodio in 
etanolo assoluto si  addizionano, in successione, fenilacetato di etile 
opportunamente sostituito  34 a-e  e o-nitrofenilazide 33 ,  mantenendo 
la temperatura inferiore a 0˚C per una notte, quindi a temperatura 
ambiente per 1-6 ore e controllandone l’andamento mediante TLC 
(Schema 1).  Al termine, l’evaporazione del solvente fornisce il  sale 
di sodio dei prodotti  35 a-e ,  i  quali vengono liberati per 
acidificazione con acido cloridrico diluito; per successiva 
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filtrazione si ottengono i prodotti  35 a-e  grezzi,  la cui elevata 
instabilità al riscaldamento non consente l’usuale pratica di 
purificazione per cristallizzazione. Per questo vengono lavati  a 
freddo con benzina 60-80˚C, conservati in freezer ed utilizzati  come 
tali  nelle reazioni successive. La struttura dei composti 35 a-e  viene 
confermata mediante dati analitici e spettroscopici,  Tabella 15 .  
Al contrario del fenilacetato di etile 34a  e del 4'-
metilfenilacetato di etile 34d  che sono prodotti  commerciali,  i  
derivati esterei 34b ,  34c e 34e  sono stati  sintetizzati a partire dagli 
opportuni acidi carbossilici commerciali ,  Schema 5 .  Quest’ultimi 
vengono dapprima convertit i  nei corrispondenti cloruri acidi 41 ,  per 
trattamento con un eccesso di cloruro di t ionile in toluene a 
riflusso, quindi trasformati negli  esteri etil ici  34  per reazione con 




















e: R=4'-OCH3  
 
La procedura sintetica riportata nello Schema 1  prevede a 
questo punto la trasformazione dei nitro-composti 35  a-e  nei 
corrispondenti amino derivati  36 a-e .  La reazione di riduzione viene 
effettuata con idrogeno gassoso a pressione e temperatura ordinarie, 
in soluzione di etanolo assoluto ed utilizzando come catalizzatore 
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Pd-C. Nel caso del prodotto 36a ,  dopo trattamento della reazione, si  
ottiene un grezzo che viene purificato mediante cromatografia flash, 
visto che anche in questo caso l’instabilità dei composti 36  al 
riscaldamento, ne impedisce la cristallizzazione. La colonna 
cromatografica viene effettuata utilizzando come miscela eluente 
diclorometano/acetone=9.5:0.5; il  controllo con TLC delle frazioni 
raccolte evidenzia però l’isolamento di un prodotto con 
caratteristiche chimico-fisiche e spettroscopiche totalmente diverse 
da quelle del grezzo di reazione sottoposto a purificazione. Questo 
prodotto incognito viene quindi ulteriormente purificato per 
cristallizzazione da etanolo, ed un attento studio dei suoi dati 
analitici e spettroscopici ha portato ad identificarlo con il  derivato 













Si ipotizza che il  composto 42  si  formi per reazione tra 
l’acetone (presente nella miscela eluente utilizzata per la 
cromatografia) ed i gruppi NH  triazolico e NH2 anilinico presenti  
































A questo punto si ripete la procedura di purificazione su 
colonna cromatografica utilizzando una miscela eluente che non 
contiene acetone (diclorometano/acetonitrile/acido acetico glaciale= 
8.5:1.5:0.5): in questo modo si isola il  prodotto ridotto desiderato 
36a  in assenza di 42 .  Questo confermerebbe la nostra ipotesi, 
secondo la quale il  derivato 42  verrebbe a formarsi per reazione tra 
36a  e acetone. Per ulteriore conferma, una piccola aliquota di 36a  
viene trattata con acetone a temperatura ambiente: monitorando la 
reazione con TLC, si osserva la lenta trasformazione di 36a  in 42 .   
La possibilità per il  36a  di esistere in due forme tautomeriche 
36a  e 36a' ,  ha portato ad ipotizzare due strutture per l’acetonide: la 
prima, 42 ,  ottenuta dalla reazione dell’acetone con la struttura 
chetonica di 36a ,  la seconda, 42' ,  derivante dalla stessa reazione 












































L’attribuzione della struttura dell’acetonide è stata possibile 
attraverso un accurato studio dei dati spettrofotometrici IR, una 
volta ottenuti i  dati relativi ai prodotti  finali 32 a-e .  Infatti ,  
osservando lo spettro IR del prodotto 32a ,  si  evidenzia la presenza 
di una banda carbonilica (1650 cm- 1), che è presente anche nel 
composto ridotto 36a ,  permettendo l’attribuzione di tale banda al 
CO(1). A questo punto se la struttura dell’acetonide fosse 42' ,  nel 
suo spettro IR non dovrebbe essere presente alcuna banda 
carbonilica; in realtà, l’acetonide da noi ottenuto presenta una 
banda che cade alle stesse frequenze della banda carbonilica CO(1) 
del prodotto ciclizzato 32a .  Da queste considerazioni si deduce che 
la struttura 42  risulta essere quella più plausibile per l’acetonide. 
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I prodotti  ridotti  36 b-e  vengono purificati  mediante 
cromatografia flash utilizzando come miscele eluenti 
diclorometano/acetonitrile/acido acetico glaciale di opportuna 
composizione. La struttura di tutti  i  derivati 36 a-e  viene 
confermata mediante dati analitici e spettroscopici,  Tabella 16 .  
La ciclocondensazione dei prodotti  36 a-e  viene effettuata 
utilizzando bromuro di cianogeno (Schema 1) analogamente a 
quanto riportato in letteratura per la preparazione di alcuni derivati 
[1,2,4]triazolo-[1,5-c]chinazolinici. [ 9 ]  I  prodotti 36 a-e  vengono 
fatti  reagire con bromuro di cianogeno in metanolo assoluto a 
temperatura ambiente; la reazione è completa dopo circa 12-36 ore 
(analisi con TLC). I prodotti  vengono separati per fi ltrazione e si 
ottengono i derivati triciclici 32 a-e  stabili  al  riscaldamento e che 
possono quindi essere purificati  per cristallizzazione da etanolo. 
Dobbiamo considerare che la struttura dei derivati  5-amino-2-
aril-[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1-onici,  dovrebbe 
essere definita come un ibrido di risonanza tra la forma iminica I  e 
la forma aminica II .   
L’attribuzione della struttura corretta ai derivati  32 a-e  è 
stata possibile attraverso un accurato studio dei loro dati  di 
risonanza magnetica nucleare, con particolare riferimento ai segnali 
attribuibili  alle funzioni azotate in posizione 5 e 6. Se la struttura 
dei derivati 32  fosse la I  lo spettro 1H-NMR dovrebbe presentare a 
campi bassi due segnali con diverso chemical shift  attribuibili  ai 
due idrogeni 6-NH e 5 C=NH. Inoltre il  gruppo 6-NH dovrebbe dare 
un segnale corrispondente ad un singoletto slargato intorno a δ=12 
dovuto allo stesso gruppo dei derivati chetonici sintetizzati in 
precedenza nei nostri  laboratori . [ 28 ]  Lo spettro 1H-NMR dei derivati 
32  presenta un singoletto slargato a δ=8; questo segnale integra per 
due idrogeni e scompare per trattamento con D2O. Un analogo 
segnale viene riportato per i  derivati  triazolochinazolinici,[ 9 ]  ai  
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quali gli  autori assegnano una struttura mesomerica aminica di t ipo 
II .  In base a tutte queste considerazioni abbiamo ritenuto 

































                      I                                                           II 
 
Le rese di reazione, le costanti fisiche e le caratteristiche 
spettroscopiche dei derivati di nuova sintesi 32 a-e  sono riportati  in 
Tabella 17 .  
Nell’ambito di questo progetto di ricerca, abbiamo inoltre 
pensato di modificare la struttura del derivato aminico 32a  nel 
tentativo di ottenere composti più attivi e selettivi per il  recettore 
A3 dell’adenosina. Sono stati  così progettati  i  derivati 43  e 44  nei 
quali un atomo di idrogeno del gruppo aminico in posizione 5 è 
sostituito con gruppi arilalchilcarbamoilici (43 a-d) e benzoilici (44 















43 a-d        a:  n=0, R=H
                   b:  n=0, R=4-OCH3
                   c:  n=0, R=3-Cl
                   d:  n=1, R=H
44 a-c         a: R=H
                   b: R=4-OCH3




In letteratura viene infatti  riportato che l’introduzione di tali  
gruppi in vari  sistemi triciclici analoghi ai 32a ,  quali i  derivati 
pirazolochinolinici 45  e triazolochinossalinonici 46 , [29 , 30 ]  determina 













45                                                                46 
 
Si presuppone che la regione dell’N4 esociclico di 45-46  
corrisponda a quella dell’N6 dell’adenosina. L’elevata affinità di 
questi prodotti  N4-sostituiti  per il  sottotipo A3 potrebbe essere 
attribuita all’aumento di acidità dell’NH dovuto alla presenza del 
gruppo C=O e/o alla presenza nel suddetto sottotipo recettoriale di 
un sito donatore di legame ad idrogeno capace di interagire con il  
carbonile amidico o ureidico. 
Per valutare l’effettiva importanza del gruppo carbonilico 
nell’interazione col sito recettoriale, abbiamo pensato di 
sintetizzare anche il  derivato N5-benzilaminico 47 ,  nel quale il  C=O 
amidico di prodotti 43  e 44  viene sostituito da un metilene che 
mantiene l’opportuna distanza tra l’anello fenilico e l’NH 
















La sintesi dei prodotti  43 a-d  viene effettuata per reazione tra 
il  derivato aminico 32a  e l’opportuno arilalchilisocianato 
(fenilisocianato, 4-metossifenilisocianato, 3-clorofenilisocianato e 
benzilisocianato commerciali) in tetraidrofurano anidro a 50ºC per 
24-48 ore (analisi mediante TLC), Schema 8 . [29 ]  Al termine della 
reazione i prodotti  43 a-b  grezzi precipitano per raffreddamento, 
mentre il  composto 43c  si  separa dopo concentrazione delle acque 
madri di reazione. Per recuperare 43d  si  è invece resa necessaria 
l’eliminazione del solvente e dell’eccesso di reattivo per 
evaporazione a pressione ridotta. Tutti  i  composti 43 a-d  sono stati  
in seguito purificati per cristallizzazione da etanolo e la loro 
struttura è stata confermata con i dati analitici e spettroscopici 








































Per la preparazione dei derivati 44 a-c  la procedura di sintesi 
adottata prevede la reazione tra 32a  e cloruro di benzoile 
opportunamente sostituito (cloruro di benzoile, cloruro di 4-
metossibenzoile, cloruro di 3-clorobenzoile, tutti  commerciali)  in 
diclorometano anidro, in presenza di piridina come base e a 
temperatura ambiente per 24-48 ore. L’andamento della reazione è 
controllato mediante TLC, Schema 9 . [29 ]  Al termine i  prodotti  
grezzi 44 b-c  precipitano nell’ambiente di reazione dal quale 
vengono recuperati  per fi ltrazione a pressione ridotta e purificati 




























Adottando questa procedura sintetica con il cloruro di 
benzoile non sostituito non è stato possibile ottenere il  derivato 
44a:  in queste condizioni di reazione si isola il  derivato 48 ,  la cui 
struttura è stata confermata da dati analitici e spettroscopici 















Modificando le condizioni di reazione (temperatura e tempo 
di reazione), il  t ipo di solvente usato (diclorometano anidro, 
tetraidrofurano anidro) e i  rapporti  stechiometrici tra i  due reagenti, 
non si forma il  prodotto da noi desiderato, ma si recupera solo il  
prodotto di partenza non reagito 32a .  Per la preparazione di questo 
composto abbiamo quindi adottato una procedura diversa che 
prevede la reazione tra 32a  e anidride benzoica commerciale in 
dimetilformamide anidra, in presenza di trietilamina e 
dimetilaminopiridina a 70ºC.[31 ]  L’andamento della reazione è 
controllato mediante TLC e al termine il  prodotto 44a  grezzo 
precipita nell’ambiente di reazione dal quale viene recuperato per 
filtrazione e quindi purificato per cristallizzazione da etanolo, 



































Per la sintesi del derivato benzilico 47  è stata adottata una 
procedura riportata in letteratura[ 2 9 ]  per l’alchilazione del gruppo 
aminico degli analoghi sistemi triciclici triazolochinossalinonici 45 .  
I l  prodotto aminico di partenza 32a  viene in un primo momento 
fatto reagire con sodio idruro in dimetilformamide anidra, a 0ºC ed 
in atmosfera di azoto, per formare il  sale di sodio; si addiziona 
quindi bromuro di benzile e si lascia la miscela di reazione in 
agitazione per 24 ore a temperatura ambiente e al riparo dalla luce, 
Schema 11 .  Il  prodotto benzilato 47  risulta insolubile nell’ambiente 
di reazione, quindi viene recuperato per filtrazione a pressione 
ridotta e purificato per lavaggio a freddo con etere etilico poichè 
anche in questo caso la cristallizzazione risulta impossibile a causa 
dell’alta instabilità al  riscaldamento. Tutti  i  prodotti  di nuova 
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sintesi sono stati caratterizzati con dati analitici e spettroscopici 



















Lo sviluppo ulteriore di questa ricerca è stato quello di 
combinare variamente la sostituzione sull’anello fenilico pendente 
con quella sul gruppo aminico in posizione 5 in modo da ottimizzare 
l’affinità e la selettività per il  sottotipo recettoriale A3. Sono stati 










49 a-b       a: R=4-OCH3




La sintesi di questi derivati  procede in modo analogo a quella 
dei composti 44 b-c ,  Schema 12 .  Il  derivato 32d  viene fatto reagire 
con l’opportuno cloruro di benzoile (cloruro di 4-metossibenzoile o 






























presenza di piridina e a t .a.  per 24-48 h. Al termine della reazione i  
prodotti 49 a-b  grezzi precipitano nell’ambiente di reazione, e sono 
raccolti  per filtrazione. Anche questi composti sono purificati per 
cristallizzazione da EtOH. I derivati  49 a-b  sono stati  caratterizzati 
e i  dati analitici e spettroscopici sono riportati  nella Tabella 18 .  
In seguito, abbiamo pensato di modificare ulteriormente la 
struttura dei derivati  amidici 32  progettando i derivati 
triazolobenzotriazinici 9-cloro sostituiti  50 a-c .  L’introduzione 
dell’atomo di cloro in posizione 9 permette infatti  di aumentare 
l’analogia tra i  nostri  derivati  50 a-c  ed il  prodotto CGS 15943  
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22 , [ 9 ]  potente ligando non selettivo per i  recettori dell’adenosina, 







































Figura 12 .  Analogia strutturale tra i  derivati  50 a-c  e il  CGS 15943. 
 
Abbiamo inoltre pensato di introdurre un sostituente 
sull’anello fenilico pendente, analogamente a quanto fatto per i  
composti della serie 32 .  Come gruppi sostituenti abbiamo scelto il  
4 '-Cl e 4'-CH3, dai dati di affinità dei composti precedentemente 
sintetizzati appare infatti  evidente che questi  sostituenti sono quelli 
che conferiscono un’affinità particolarmente buona per il  sottotipo 
A3.  
Per la preparazione dei prodotti  50 a-c  è stata seguita una 
procedura del tutto analoga a quella utilizzata per la serie 9-non 
sostituita 32 a-e  e riportata nello  Schema 13 .  
Secondo quanto riportato in letteratura,[ 3 2 ]  la 5-cloro-2-
nitroanilina commerciale viene convertita nel corrispondente sale di 
diazonio per trattamento a 0˚C con nitrito di sodio in ambiente 
acido per acido cloridrico diluito; quindi, si  addiziona sodio azide 
mantenendo l’ambiente di reazione tamponato con acetato di sodio. 








2) NaN3 / AcONa
Cl N3
NO2




























50 a-c   a: R=H
               b: R=Cl





che viene successivamente purificata per cristallizzazione da 
etanolo ad una temperatura di 50-55˚C. Anche in questo caso, 
analogamente a quanto avviene per la o-nitrofenilazide 33 ,  è 
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fondamentale mantenere la temperatura al di sotto del valore 
indicato per evitare la termodecomposizione dell’azide stessa al 
corrispondente benzofurazano (vedere Schema 4). [ 2 7 ]  La struttura 
della 5-cloro-2-nitrofenilazide 51  è confermata per confronto dei 
suoi dati analitici e spettroscopici con quelli  riportati  in 
letteratura. [32 ]  
I  derivati triazolici 52 a-c  vengono in seguito ottenuti per 
reazione tra gli opportuni fenilacetati  di etile 34 a,c,d  e l’azide 51  
in presenza di etossido di sodio in etanolo assoluto.[ 24 ]  La reazione 
viene mantenuta ad una temperatura inferiore a 0˚C per una notte, 
quindi a temperatura ambiente per 5 ore controllandone l’andamento 
con TLC. Al termine, l’evaporazione del solvente fornisce il  sale di 
sodio dei prodotti  52 a-c  che vengono liberati  per acidificazione 
con acido cloridrico diluito e quindi utilizzati  come tali  nella 
reazione successiva, visto che la loro elevata instabilità al 
riscaldamento non ne consente la purificazione per 
cristallizzazione. La struttura dei prodotti  52 a-c  è confermata da 
dati  analitici e spettroscopici, Tabella 15 .  
La procedura sintetica prevede a questo punto la 
trasformazione dei nitrocomposti 52 a-c  nei corrispondenti amino 
derivati 53 a-c .  Questo passaggio ha creato notevoli difficoltà. Il  
primo procedimento di riduzione utilizzato è stato lo stesso 
impiegato per i  derivati 9-cloro non sostituiti  36 a-e:  i l  nitro-
composto 52a  è stato disciolto in etanolo assoluto e sottoposto ad 
idrogenazione a pressione e temperatura ambiente in presenza di Pd-
C come catalizzatore. Al termine della reazione, il  solvente è stato 
eliminato per evaporazione a pressione ridotta, ottenendo però un 
solido grezzo costituito da una miscela di prodotti  non identificabili  
da cui comunque non si riesce a recuperare quello desiderato 53a .  
Si è pensato quindi di cambiare catalizzatore util izzando 
Nickel Raney in sospensione acquosa, sia in soluzione di etanolo 
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che in acido acetico glaciale: in entrambi i  casi non si sono ottenuti 
migliori risultati .  In seguito, seguendo una procedura riportata in 
letteratura, [33 ]  è stato effettuato un altro tentativo addizionando a 
0˚C idrazina monoidrato ad una sospensione contenente il  nitro 
derivato 52a  e Nickel Raney in etanolo. Pur mantenendo la miscela 
in agitazione a 0˚C per un ora, quindi a temperatura ambiente per 
altre 24 ore, la reazione di riduzione non avviene e si  recupera solo 
il  prodotto di partenza. 
A questo punto abbiamo supposto che il  fallimento di queste 
reazioni di riduzione fosse dovuto alla alta instabilità del derivato 
aminico 53a  che decompone durante i  vari trattamenti che 
dovrebbero portare al suo isolamento. Per verificare questa ipotesi 
abbiamo pensato di non isolare il  prodotto 53a ,  procedendo 
direttamente alla reazione successiva. 
A questo scopo, abbiamo ripetuto la reazione di 
idrogenazione catalitica a pressione atmosferica, a temperatura 
ambiente e in soluzione di etanolo assoluto: il  catalizzatore 
util izzato è costituito ancora da Pd-C, ma questa volta viene 
precedentemente attivato su idrogeno per una notte. Al termine, la 
soluzione viene concentrata a pressione ridotta ad una temperatura 
massima di 30˚C fino ad ottenere un volume di 30-40 ml. Si procede 
quindi direttamente alla reazione di ciclocondensazione del derivato 
amminico 53  che viene effettuata utilizzando bromuro di cianogeno, 
Schema 12 ,  analogamente a quanto descritto in precedenza per i 
composti non sostituiti  32 a-e .  I  derivati della serie 53  vengono 
fatti  reagire con bromuro di cianogeno in etanolo assoluto a 
temperatura ambiente; la reazione è ultimata dopo circa 72 ore 
(analisi con TLC). Il  solido formatosi viene raccolto per filtrazione 
fornendo i derivati triciclici 50 a-c  stabili  al  riscaldamento e quindi 
purificabili  per cristallizzazione da etanolo. 
Adenosina 
 68
La struttura dei prodotti  50 a-c  viene confermata mediante 
dati  analitici e spettroscopici, Tabella 18 .  
Infine, analogamente a quanto fatto per i  derivati non 
sostituiti ,  è stato funzionalizzato il  gruppo aminico in posizione 5 
con un sostituente benzoilico al fine di aumentare la potenza e la 
selettività per il  sottotipo recettoriale A3.[ 22 ,2 3 ]  Sono quindi stati  









54 a-c      a: R1=H, R=4-OCH3
                 b: R1=H, R=3-Cl




Per la preparazione di questi composti la procedura di sintesi 
adottata prevede la reazione tra il  derivato 50  e il  cloruro di 
benzoile opportunamente sostituito (cloruro di 4-metossibenzoile e 
cloruro di 3-clorobenzoile commerciali) in diclorometano anidro, in 
presenza di piridina come base ed a temperatura ambiente per 24-48 
ore (analisi con TLC), Schema 13 .  I  prodotti  54 a-c  grezzi 
precipitano, vengono quindi raccolti  per filtrazione a p.r.  e 
purificati per cristallizzazione da EtOH. I dati  analitici e 
















54 a-c       a: R1=H, R=4-OCH3
                  b: R1=H, R=3-Cl



















Tabella 15. Costanti chimico-fisiche e dati analitici e spettroscopici dei derivati 35 a-e e 52 a-c. 
 
 








35a H H 70 119-121 C14H10N4O3 1610, 1520, 
1300, 1250, 
920. 
7.24-7.49 (m, 3H, Ar-H); 
7.76-7.99 (m, 5H, Ar-H); 
8.23 (dd, 1H, Ar-H). 
35b H 4'-F 36 115-117 C14H9FN4O3 1600, 1580, 
1520, 1240, 
1160, 780. 
7.11-7.33 (m, 2H, Ar-H); 
7.80-7.97 (m, 5H, Ar-H), 
8.17 (dd, 1H, Ar-H). 
35c H 4'-Cl 31 108-111 C14H9ClN4O3 1600, 1520, 
1300, 1140, 
940. 
7.48-7.55 (m, 2H, Ar-H); 
7.80-7.99 (m, 5H, Ar-H); 
8.24 (dd, 1H, Ar-H). 









35d H 4'-CH3 38 108-111 C15H12N4O3 1620, 1500, 
1340, 1160, 
930. 
2.31 (s, 3H, CH3); 7.11-7.24 
(m, 2H, Ar-H); 7.72-7.97 
(m, 5H, Ar-H); 8.16 (dd, 
1H, Ar-H). 
35e H 4'-OCH3 56 110-112 C15H12N4O4 1620, 1560, 
1510, 1320, 
1160.  
3.80 (s, 3H, OCH3); 7.01-
7.07 (m, 2H, Ar-H), 7.78-
8.01 (m, 5H, Ar-H); 8.23 
(dd, 1H, Ar-H). 
52a Cl H 92 111-114 C14H9ClN4O3 1615, 1550, 
1340, 1160, 
780. 
7.27-7.58 (m, 3H, Ar-H); 
7.94-8.11 (m, 4H, Ar-H); 
8.17 (dd, 1H, Ar-H); 10.34 
(bs, 1H, N-H). 
52b Cl 4'-Cl 56 98-100 C14H8Cl2N4O3 1610, 1530, 
1300, 1090, 
820. 
7.45-7.56 (m, 3H, Ar-H), 
7.85-7.93 (m, 2H, Ar-H); 
8.03-8.06 (m, 1H, Ar-H); 
8.22 (dd, 1H, Ar-H); 10.38 
(bs, 1H, N-H). 
52c Cl 4'-CH3 48 100-102 C15H11ClN4O3 1620, 1520, 
1340, 1140, 
930. 
2.31 (s, 3H, CH3); 7.12-7.25 
(m, 2H, Ar-H); 7.76-8.02 
(m, 4H, Ar-H); 8.16 (dd, 
1H, Ar-H); 10.32 (bs, 1H, 
N-H). 
a Analisi elementare calcolata per C,H,N. 
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Tabella 16. Costanti chimico-fisiche e dati analitici e spettroscopici dei derivati 36 a-e. 
 
 








36a H 39 128-131 C14H12N4O 1600, 1540, 
1410, 1260, 
760. 
6.78 (dt, 1H, Ar-H); 6.97 (dd,
1H, Ar-H); 7.24-7.56 (m, 5H, 
Ar-H); 7.94 (dd, 2H, Ar-H). 
36b 4'-F 26 128-132 C14H11FN4O 1620, 1240, 
1150, 940, 
830. 
6.77 (dt, 1H, Ar-H); 6.96 (dd, 
1H, Ar-H); 7.21-7.32 (m, 4H, 
Ar-H); 7.96 (dt, 2H, Ar-H). 
36c 4'-Cl 51 153-155 C14H11ClN4O 1580, 1520, 
1400, 1250, 
820. 
6.82 (dt, 1H, Ar-H); 7.00 (dd, 
1H, Ar-H); 7.25 (d, 2H, Ar-H); 
7.49 (d, 2H, Ar-H); 7.96 (d, 
2H, Ar-H). 









36d 4'-CH3 76 147-160 C15H14N4O 1600, 1460, 
1290, 1160, 
750. 
3.34 (s, 3H, CH3); 6.75 (dt, 
1H, Ar-H); 6.94 (dd, 1H, Ar-
H), 7.19-7.27 (m, 4H, Ar-H); 
7.84 (d, 2H, Ar-H). 
36e 4'-OCH3 50 128-130 C15H14N4O2 1610, 1560, 
1250, 1140, 
760. 
3.81 (s, 3H, OCH3); 6.74 (dt, 
1H, Ar-H); 6.86-7.22 (m, 5H, 
Ar-H); 7.86 (d, 2H, Ar-H). 
 
 a Analisi elementare calcolata per C,H,N. 
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32a H H 67 236-238 C15H11N5O 3400, 1660, 
1640, 1560 
1290, 740. 
7.17-7.39 (m, 3H, 7-H, 8-
H, 9-H); 7.42-7.58 (m, 3H, 
3'-H, 4'-H, 5'-H); 7.76 (bs, 
2H, NH2); 8.36 (dd, 2H, 2'-
H, 6'-H); 8.68 (dd, 1H, 10-
H). 
32b H 4'-F 60 242-244 C15H10FN5O 3400, 1660, 
1640, 1560, 
1280, 750. 
7.17-7.46 (m, 5H, Ar-H); 
7.78 (bs, 2H, NH2); 8.41 
(dd, 2H, 2'-H, 6'-H); 8.67 
(dd, 1H, 10-H). 
                                    continua 
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continua      
32c H 4'-Cl 61 273-275 C15H10ClN5O 3400, 1660, 
1640, 1560, 
1300, 760. 
7.18-7.38 (m, 3H, Ar-H); 
7.64 (d, 2H, 3'-H, 5'-H); 
7.80 (bs, 2H, NH2); 8.37 
(d, 2H, 2'-H, 6'-H); 8.69 
(dd, 1H, 10-H). 
32d H 4'-CH3 67 254-255 C16H13N5O 3400, 1640, 
1620, 1560, 
1280, 760. 
2.37 (s, 3H, CH3); 7.15-
7.37 (m, 5H, Ar-H); 7.74 
(bs, 2H, NH2); 8.25 (d, 2H, 
2'-H, 6'-H); 8.68 (dd, 1H, 
10-H). 
32e H 4'-OCH3 60 253-255 C16H13N5O2 3400, 1640, 
1600, 1560, 
1280, 750. 
3.85 (s, 3H, CH3); 7.11-
7.39 (m, 5H, Ar-H); 7.74 
(bs, 2H, NH2); 8.32 (d, 2H, 
2'-H, 6'-H); 8.68 (dd, 1H, 
10-H). 
50a Cl H 65 246-248 C15H10ClN5O 3430, 1680, 
1640, 1560, 
1290, 770. 
7.26 (d, 1H, 7-H); 7.38 (dd, 
1H, 8-H); 7.46-7.59 (m, 3H, 
Ar-H); 7.89 (bs, 2H, NH2); 
8.34 (dd, 2H, 2′-H, 6′-H); 
8.66 (d, 1H, 10-H). 




50b Cl 4'-Cl 62 255-257 C15H9Cl2N5O 3460, 1680, 
1600, 1560, 
1300, 770. 
7.27 (d, 1H, 7-H); 7.39 (dd, 
1H, 8-H); 7.65 (d, 2H, 3′-H, 
5′-H); 7.94 (bs, 2H, NH2); 
8.35 (d, 2H, 2′-H, 6′-H); 
8.65 (d, 1H, 10-H). 
50c Cl 4'-CH3 69 203-205 C16H12ClN5O 3430, 1675, 
1650, 1570, 
1300, 760. 
2.38 (s, 3H, CH3); 7.25 (d, 
1H, 7-H); 7.35-7.40 (m, 3H, 
Ar-H); 7.87 (bs, 2H, NH2); 
8.24 (d, 2H, 2′-H, 6′-H); 
8.66 (d, 1H, 10-H). 
a Analisi elementare calcolata per C, H, N. 
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7.10 (dt, 1H, 4"-H); 7.33-
7.71 (m, 10H, Ar-H); 8.43 
(dd, 2H, 2'-H, 6'-H); 8.69 
(dd, 1H, 10-H); 10.95 (bs, 
1H, NH). 




3.76 (s, 3H, CH3); 6.95 (d, 
2H, 3"-H, 5"-H); 7.42-7.66 
(m, 8H, Ar-H); 8.42 (dd, 
2H, 2'-H, 6'-H); 8.70 (dd, 
1H, 10-H); 10.90 (bs, 1H, 
NH). 
                             continua 
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7.13 (d, 1H, 4"-H); 7.33-
7.61 (m, 7H, Ar-H); 7.71 
(d, 1H, 6"-H); 7.95 (s, 1H, 
2"-H); 8.39 (dd, 2H, 2'-H, 
6'-H); 8.70 (dd, 1H, 10-H); 
10.90 (bs, 1H, NH). 




4.52 (s, 2H, CH2); 7.27-7.58 
(m, 11H, Ar-H); 8.46 (dd, 
2H, 2'-H, 6'-H); 8.67 (dd, 
1H, 10-H); 9.38 (bs, 1H, 
NHCH2); 10.35 (bs, 1H, 
NHCONH). 
44a H H COC6H5 42 235-236 C22H15N5O2 3330, 1680, 
1650, 1590, 
1290, 740. 
7.36-7.66 (m, 9H, Ar-H); 
8.13 (dd, 2H, 2"-H, 6"-H); 
8.26 (dd, 2H, 2'-H, 6'-H); 
8.75 (dd, 1H, 10-H); 11.87 
(s, 1H, NH). 
44b H H COC6H4-4-OCH3 44 200-202 C23H17N5O3 3240, 1680, 
1620, 1590, 
1250, 750. 
3.87 (s, 3H, CH3); 7.11 (d, 
2H, 3"-H, 5"-H); 7.42-7.60 
(m, 6H, Ar-H); 8.11 (d, 2H, 
2"-H, 6"-H); 8.26 (dd, 2H, 
2'-H, 6'-H); 8.73 (dd, 1H, 
10-H); 11.90 (bs, 1H, NH). 
                             continua 
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44c H H COC6H4-3-Cl 59 240-242 C22H14ClN5O2 3375, 1680, 
1620, 1580, 
1300, 750. 
7.42-7.72 (m, 8H, Ar-H); 
8.09-8.13 (m, 2H, 2"-H, 6"-
H); 8.28 (dd, 2H, 2'-H, 6'-
H); 8.74 (dd, 1H, 10-H). 
47 H H CH2C6H5 43 221-223 C22H17N5O 3420, 1670, 
1640, 1340, 
760. 
4.45 (s, 2H, CH2); 7.14-7.58 
(m, 11H, Ar-H); 8.36 (dd, 
2H, 2′-H, 6′-H); 8.75 (d, 
1H, 10-H). 
48 H H (COC6H5)2 51 223-225 C29H19N5O3 1720, 1670, 
1620, 1580, 
1280, 770. 
7.38-7.74 (m, 12H, Ar-H); 
7.95 (d, 4H, 2"-H, 6"-H, 2"'-H, 
6"'-H); 8.07 (dd, 2H, 2'-H, 6'-
H); 8.68 (dd, 1H, 10-H). 
49a H CH3 COC6H4-4-OCH3 52 237-239 C24H19N5O3 3300, 1680, 
1620, 1580, 
1250, 760. 
2.36 (s, 3H, 4'-CH3); 3.87 
(s, 3H, OCH3); 7.11 (d, 2H, 
3"-H, 5"-H); 7.32-7.60 (m, 
5H, Ar-H); 8.09-8.18 (m, 
4H, Ar-H); 8.72 (dd, 1H, 
10-H). 




49b H CH3 COC6H4-3-Cl 44 220-222 C23H16ClN5O2 3390, 1680, 
1620, 1580, 
1300, 750. 
2.38 (s, 3H, CH3); 7.35-7.47 
(m, 4H, Ar-H); 7.59-7.77 
(m, 3H, Ar-H); 8.09-8.20 
(m, 4H, Ar-H); 8.73 (dd, 
1H, 10-H); 12.03 (bs, 1H, 
NH). 
54a Cl H COC6H4-4-OCH3 47 158-160 C23H16ClN5O3 3180, 1710, 
1680, 1600, 
1260, 730. 
3.83 (s, 3H, CH3); 7.07 (d, 
2H, 3"-H, 5"-H); 7.42-7.52 
(m, 5H, Ar-H); 7.90 (d, 2H, 
2"-H, 6"-H); 8.06 (dd, 2H, 
2'-H, 6'-H); 8.66 (d, 1H, 10-
H). 
54b Cl H COC6H4-3-Cl 43 234-236 C22H13Cl2N5O2 3400, 1730, 
1680, 1560, 
1230, 720. 
7.38-7.60 (m, 5H, Ar-H); 
7.77-7.81 (m, 2H, Ar-H); 
7.91-7.95 (m, 2H, 2"-H, 6"-
H); 8.07 (dd, 2H, 2'-H, 6'-
H); 8.63 (d, 1H, 10-H). 




54c Cl CH3 COC6H4-4-OCH3 46 208-210 C24H18ClN5O3 3180, 1700, 
1670, 1600, 
1260, 760. 
2.32 (s, 3H, 4'-CH3); 3.82 
(s, 3H, OCH3); 7.06 (d, 2H, 
3"-H, 5"-H); 7.11-7.49 (m, 
4H, Ar-H); 7.86-8.08 (m, 
4H, Ar-H); 8.63 (d, 1H, 10-
H). 








Tutti  i  derivati oggetto di studio di questa tesi sono stati  
sottoposti a prove di affinità per il  recettore adenosinico effettuate 
presso il  Dipartimento di Psichiatria,  Neurobiologia, Farmacologia 
e Biotecnologie dell’Università degli Studi di Pisa. 
L’affinità per i  recettori  A1, A2 A e A3 dell’adenosina, dei 
composti sintetizzati nel corso del mio lavoro di dottorato, è stata 
testata su membrane di cellule CHO transfettate col recettore umano 
mediante studi di competizione, ossia valutando la capacità di tali 
derivati di inibire rispettivamente il  legame del radioligando 
[3H]DPCPX, [3H]CGS21680 e [125I]AB-MECA ai propri siti  
recettoriali .  L’affinità dei composti di nuova sintesi sui recettori 
A1, A2 A e A3 viene espressa come IC5 0. Mediante l’equazione di 
Cheng e Prusoff,[ 34 ]  i l  valore di IC5 0 viene quindi convertito in Ki 
(costante di inibizione) considerando il  valore di Kd del 
radioligando utilizzato (A1: [3H]DPCPX, Kd=0.3 nM. A2 A: [3H]CGS-
21680, Kd=14 nM. A3: [12 5I]AB-MECA, Kd= 1.4 nM). 
Nella Tabella 19  vengono riportati  i  dati di binding dei 
composti PTPTs 31 a-h  e dei composti sintetizzati in questa tesi.  
Come possiamo vedere, in generale, i  composti di nuova sintesi 
risultano tutti  composti affini per il  recettore dell’adenosina. 
Inoltre, paragonando i dati di binding dei composti 31 a-h .  e dei 
APTBTs risuta evidente che l’introduzione della porzione amidinica 
aumenta notevolmente l’affinità per gli  A1 e gli A2 A, mentre non 
migliora l’affinità sull’A3. In particolare i  derivati 32 a-e  e 50 a-c ,  
portanti i l  sostituente aminico in posizione 5 mostrano una buona 
affinità per tutti  e tre i  sottotipi recettoriali.  Questi dati 
confermerebbero quindi la nostra ipotesi che la porzione amminica è 
impegnata in interazioni vantaggiose, legami ad idrogeno, con il  
sito recettoriale.  Probabilmente i  gruppi amidico e amidinico hanno 
un comportamento simile in termini di legami ad idrogeno 
all’interno della cavità di legame del recettore A3. 
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Sulla base di quanto riportato in letteratura,[ 29 ,3 0 ]  avevamo 
pensato di funzionalizzare la porzione amminica con una catena 
laterale NHCOR3 in modo da conferire ai nuovi derivati una 
maggior potenza e selettività per i l  sottotipo recettoriale A3. Uno 
dei sostituenti da noi scelto è il  gruppo benzoilico, l’inserzione di 
questo sostituente sulla struttura del composto 32a  porta 
all’ottenimento del 44a .  Al contrario di quanto ci eravamo proposti, 
i  dati di binding mostrano una debole diminuzione dell’affinità per 
il  composto 44a .  Questo fatto può essere razionalizzato ipotizzando 
che le interazioni vantaggiose ricreate dal gruppo benzoilico con il 
sito recettoriale siano, seppur debolmente, superate da interazioni 
svantaggiose come per esempio l’effetto della solvatazione e 
l’ingombro sterico. L’introduzione di un gruppo metossilico in 
posizione para  della porzione benzoilica (44b) comporta, invece, un 
aumento dell’affinità per il  sottotipo A3 di circa 23 volte, 
mantenendo inoltre una buona selettività sull’A1 e sull’A2 A. 
L’effetto dell’introduzione di un atomo di cloro in posizione meta  
del benzoile (44c) è minore rispetto al p-metossi.  I  dati di binding 
del derivato 44c  mostrano comunque un aumento di affinità e 
selettività per l’A3. Per quanto riguarda il  composto 44b, l’aumento 
di affinità per il  sottotipo A3, è dovuto probabilmente alla 
formazione di un legame ad idrogeno tra il  sito recettoriale e il  
metossile. Per il  derivato 44c ,  invece, l’aumento di affinità per l’A3 
può esser dovuto ad interazioni idrofobiche tra il  Cl ed il  sito 
recettoriale. 
Utilizzando il  composto 44b  come struttura di riferimento, 
appare evidente che la natura dei sostituenti R1 ed R2 influisce sulla 
selettività di questi composti.  Variando in modo opportuno i gruppi 
sostituenti,  infatti ,  riusciamo ad aumentare la selettività per gli  A3. 
Per quanto riguarda il  derivato 49a ,  l’introduzione del gruppo 
metilico in posizione 4' comporta un aumento dell’affinità e della  
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Tabella 19 .  Dati  di binding dei derivati  PTBTs 31 a-h  e APTBTs 32  

































no. R1 R2 R3 Ki (nM)a  
 hA1b hA2Ac hA3d 
31a H H - 339.5±54.2 > 10000 91.2±8.2 
 31b H F - 592.8±32.9 > 10000 97.0±6.0 
31c H Cl - > 10000 > 10000 41.9±5.2 
 31d H CH3 - 4400.5±345.2 > 10000 86.5±11.2 
31e H OCH3 - 1070.5±79.8 > 10000 49.8±8.1 
31f Cl H - 960±85 > 10000 382.5±22.9 
31g Cl Cl - 108.9±15.4 > 10000 96.2±7.1 
 31h Cl CH3 - 890.3±76.5 > 10000 39.6±3.3 
32a H H H 43.9±3.9 134±20.5 34.6±7.2 
 32b H F H 65.2±3.5 20.1±4.6 368.5±55.2 
 32c H Cl H 104.2±14.0 493.3±18.0 33.2±2.1 
 32d H CH3 H 46.0±3.6 50.6±7.7 29.2±4.6 
32e H OCH3 H 89.5±6.4 9.0±0.6 51.0±3.4 




no. R1 R2 R3 Ki (nM)a  
    hA1b hA2Ac hA3d 
50a Cl H H 80.2±6.6 4.7±0.22 295.2±32.1 
 50b Cl Cl H 106.7±7.2 67.5±4.8 557.3±79.3 
50c Cl CH3 H 19.0±1.5 2.3±0.1 103.0±5.2 
44a H H COC6H5 204.5±44.5 1030.0±166.1 101.2±7.8 
44b H H COC6H4-4-OCH3 99.0±4.5 > 10000 4.3±0.4 
44c H H COC6H4-3-Cl 389.2±26.0 > 10000 15.0±1.2 
49a H CH3 COC6H4-4-OCH3 80.9±7.1 > 10000 1.1±0.01 
 49b H CH3 COC6H4-3-Cl 256.0±27.0 > 10000 41.5±1.3 
54a Cl H COC6H4-4-OCH3 2700.0±100.1 > 10000 1.6±0.07 
 54b Cl H COC6H4-3-Cl 916.0±49.0 > 10000 > 1000 
54c Cl CH3 COC6H4-4-OCH3 > 10000 > 10000 12.3±3.5 
48 - - - 116.5±11.4 4800.0±348.8 9.2±0.8 
43a H H CONHC6H5 91.1±3.2 460.2±66.9 97.0±8.3 
 43b H H CONHC6H4-4-OCH3 462.2±55.2 262.1±76.9 49.1±3.3 
43c H H CONHC6H4-3-Cl 764.0±13.1 625.0±14.8 49.0±5.1 
43d H H CONHCH2C6H5 > 10000 120.1±9.1 43.4±2.5 
DPCPX 0.5 337 > 1000 
NECA 14 16 73 
CI-IBMECA 890 401 0.22 
a I valori di Ki sono la media ± SEM di più determinazioni bInibizione del legame specifico di 
[3H]DPCPX da hA1AR ottenuto da membrane di cellule CHO. cInibizione del legame specifico 
di [3H]NECA da hA2AAR ottenuto da membrane di cellule CHO. dInibizione del legame 




selettività sul sottotipo A3. Un effetto analogo è dato 
dall’introduzione di un atomo di cloro in posizione 9, come 
possiamo osservare dai dati  di binding del derivato 54a .  La 
presenza simultanea del metile e del cloro nello stesso composto 
(54c),  però, non si traduce in effetti  favorevoli  additivi per 
l’affinità sull’A3. Comporta, invece, una significativa diminuzione 
di affinità per il  sottotipo A1 (54c).  
Il  composto 54a  si distingue per la sua marcata potenza e 
selettività sul recettore A3 (i  valori  di Ki per i  sottotipi A1, A2 A e 
A3 sono, rispettivamente, 2,700 nM, > 10,000 nM e 1.6 nM): questo 
derivato rappresenta quindi il  nostro miglior risultato 
nell’ottimizzazione di una struttura lead per il  recettore 
adenosinico. 
Anche per il  derivato 3-cloro sostituito 44c abbiamo cercato 
di aumentare la potenza per il  sottotipo A3 cambiando i gruppi R1 o 
R2. In questo caso, come possiamo osservare dai dati  di affinità dei 
composti 44c ,  49b  e 54b ,  l’introduzione di un atomo di cloro in 
posizione 9 o di un metile in para  all’anello fenilico pendente non 
hanno avuto successo.  
Infine, nel derivato 48  sono presenti  due gruppi benzoilici 
attaccati  sull’azoto esociclico, questi influiscono negativamente 
sull’affinità per gli  A1 e gli  A2 A, mentre aumentano di circa 4 volte 
l’affinità sugli A3, come possiamo vedere paragonando i dati di 
binding del derivato con quelli  del composto 32a .  
La funzionalizzazione della porzione aminica in 5 con un 
gruppo arilcarbamoilico (derivato 43a),  non influenza in modo 
significativo l’affinità di legame al recettore rispetto al 44a .  Anche 
in questo caso, il  gruppo fenilcarbamoilico è stato sostituito in para 
con un metossile o in meta con un atomo di cloro (derivati 43b  e 
43c  r ispettivamente). In entrambi i  casi si  ha un aumento di circa 
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due volte dell’affinità sugli A3 rispetto al derivato non sostituito 
43a .  
I  derivati sintetizzati sono stati  sottoposti a prove di affinità 
anche per il  BzR: i  dati ottenuti mostrano che tutti  i  composti 
inibiscono il  binding del [3H]flumazenil in percentuale minore del 
10% alla concentrazione di 10 µM. 
Alcuni tra i  composti sintetizzati sono stati  scelti  per studi di 
molecular modelling. I  derivati  32a ,  44b ,  44c ,  43b  e 49  sono quindi 
stati  sottoposti a studi di docking in un modello di recettore A3 
umano recentemente pubblicato,[ 3 5 ]  utilizzando AUTODOCK 3.0 
come programma.[ 36 ]  
La disposizione dei nostri  composti nel sito di legame del 
recettore appare simile a quella recentemente ipotizzata per le 
triazolochinazoline 25  e per le pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-
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Come mostra la Figura 13 ,  i l  composto 31a  interagisce con i  
domini TM3 e TM5-7 del recettore attraverso l’interazione con 
alcuni aminoacidi lipofili  (H95, I98, F182, F239, W243, L246, 
H272), mentre l’anello fenilico pendente è circondato da residui 
lipofili ,  quali M99, L102, W185, I186 e P189. L’ossigeno 
carbonilico in posizione 5 funziona da accettore di legame ad H 






Figura 13 .  Docking del derivato 31a  nel modello recettoriale A3 
 
L’introduzione del gruppo amminico esociclico in posizione 
5, al posto del carbonile, comporta un aumento di circa tre volte 
della potenza del derivato 32a  rispetto al 31a.  Nella Figura 14  è 
riportato il  docking del derivato 32a .  Come possiamo vedere lo 
scaffold principale del composto interagisce con il  recettore in 
modo analogo al 31a .  Oltre a queste interazioni idrofobiche, nel 
derivato 32a ,  i l  gruppo aminico in posizione 5 forma due legami ad 






Figura 14 .  Docking del derivato 32a  nel modello recettoriale A3 
 
Come sottolineato precedentemente, sostituendo il gruppo 
benzoilico del  derivato 44a  con un metossile in posizione para, si 
ottiene il  composto 44b .  Questo presenta, rispetto al 44a ,  
un’affinità di circa 23 volte maggiore per il  sottotipo recettoriale 
A3. Questo aumento di affinità è in accordo con i dati ricavati dal 
docking, riportati  nella Figura 15 .  Il  composto 44b  mantiene tutte 
le interazioni idrofobiche viste per il  32a;  inoltre il  gruppo p-
metossilico funge da accettore nella formazione di un legame ad 
idrogeno con il  gruppo ammonio della K152. Questo legame ad 
idrogeno riesce a spiegare anche dati  provenienti  da precedenti 






Figura 15 .  Docking del derivato 44b  nel modello recettoriale A3 
 
Secondo questo studio, il  residuo di lisina 152 riveste un ruolo 
importante nell’interazione tra il  recettore e il  composto 55  
















Le interazioni idrofobiche favorevoli tra il  cloro in posizione 
meta del derivato 44c  e l’anello fenilico di F182 del recettore 
comportano un aumento dell’affinità per gli  A3 di circa 6-7 volte 
rispetto al 44a  non sostituito. 
Il  derivato 43b ,  in cui la porzione amminica in 5 è 
funzionalizzata con un gruppo p-metossifenilcarbamoilico, è 10 
volte meno potente rispetto al 44b .  Gli studi di docking mostrano 
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che, diversamente a quanto avviene per 44b ,  i l  metossile in 
posizione para  non forma legami ad H con K152. La Figura 16  
mostra la disposizione di entrambi i  composti nel sito recettoriale. 
Appare evidente che entrambi gli  ossigeni carbonilici si comportano 
da accettori di legame ad H con N250, mentre i  due gruppi p-





Figura 16 .  Derivati 43b  e 44b  nel modello recettoriale A3. 
 
La nostra ipotesi di legame è confermata dai dati ottenuti dal 
docking del derivato 48  che risulta essere il  più potente tra tutti  
quelli  sintetizzati,  Figura 17 .  Nonostante la presenza di due gruppi 
benzoilici,  questo ligando assume una disposizione, all’interno del 
recettore A3, del tutto analoga a quella mostrata per i  derivati  N5-
benzoilici.  Secondo il  nostro modello, un benzoile interagisce con 
N250 attraverso la formazione di legami ad idrogeno, mentre l’altro 















































RECETTORE PERIFERICO DELLE BENZODIAZEPINE 
 
Durante gli  ultimi 50 anni, le benzodiazepine (Bz) hanno 
assunto un notevole valore in campo terapeutico; l’ampio uso 
clinico si  basa sulla loro attività di potenti ansiolitici, 
anticonvulsivanti,  ipnotico-sedativi e ri lassanti muscolari.  Il  
recettore centrale delle benzodiazepine (CBR), che media tutte 
queste azioni, è localizzato esclusivamente nel sistema nervoso 
centrale e fa parte di un complesso recettoriale sovramolecolare 
dove sono riconoscibili  i l  sito di legame per l’acido γ-
aminobutirrico (GABA), il  canale per il  cloro e distinti  centri di 
modulazione allosterica sensibili  a diversi composti quali le Bz, i  
barbiturici,  la picrotossina, ecc..  
Un ulteriore sito di legame per le benzodiazepine fu 
localizzato circa 30 anni fa nei tessuti  periferici  ed è stato 
denominato recettore periferico delle benzodiazepine (PBR).[ 3 8 ,39 ]  
E’ stato dimostrato che il  PBR ha una elevata distribuzione in molti  
tessuti del corpo. Il  cervello ed il  fegato presentano livelli  
relativamente bassi di PBR, mentre i  tessuti  e le ghiandole coinvolte 
nella sintesi degli steroidi ne sono particolarmente ricchi; nel cuore, 
polmone e rene la sua presenza è più moderata. Il  PBR, inoltre, è 
espresso in concentrazioni significative anche nel sistema 
immunitario e nelle varie sottopopolazioni dei leucociti .  
La struttura molecolare del PBR differisce significativamente 
da quella del CBR: il  PBR è una proteina evolutivamente 
conservata, di 18kDa, altamente idrofobica. Essa possiede 5 domini 
transmembranali ed è espressa principalmente nella membrana 
esterna mitocondriale. Alcuni studi hanno riportato l’espressione 
del PBR sulla membrana plasmatica degli eritrociti  e sulle 
membrane nucleari di cellule cancerose. Nei mitocondri il  PBR fa 
parte del poro di transizione di permeabilità mitocondriale 
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(mitochondrial permeability transition pore, MPTP),  dove è 
intimamente associato in un complesso trimerico con il  trasportatore 
dei nucleotidi adenosinici (ANT, 30kDa) ed il  canale anionico 
voltaggio dipendente (VDAC, 32kDa), Figura 18 .  Questo complesso 
costituisce un canale localizzato sui siti  di contatto tra le membrane 











Figura 18 .  Recettore periferico delle benzodiazepine 
 
Fino ad oggi sono state identificate 4 proteine citoplasmatiche 
capaci di legarsi al PBR,[38 ] anche se la funzionalità di due di 
queste è ancora sconosciuta: 
•  PRAX-1 Peripheral Benzodiazepine Receptor-associated Protein 
1 (proteina associata al recettore periferico delle 
benzodiazepine), pesa 240kDa, è costituita da 1857 aminoacidi;  
•  p10, una proteina di 10 kDa che co-immunoprecipita con il  PBR; 
•  Steroidogenic acute regulatory protein (STAR) che lega il  
colesterolo e ne promuove il  trasferimento mitocondriale; 
•  PAP7, che regola anch’essa la steroidogenesi.  
Per quanto riguarda la proteina PRAX-1 è stato ipotizzato un 
modello di interazione con il  PBR.[38 ]  Dati stechiometrici 
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Membrana interna 
    PBR 







evidenziano che la PRAX-1, come monomero, è in associazione con 
più molecole (almeno due) di PBR (18kDa) che si trovano nelle sue 
vicinanze. La porzione della proteina PBR accessibile per il  legame 
con la PRAX-1 è probabilmente quella C-terminale, di 14 
aminoacidi,  esposta verso il  lato citoplasmatico della membrana 
esterna mitocondriale. Il  ruolo della PRAX-1 è ancora sconosciuto, 
ma si rit iene che questa sia coinvolta nel reclutamento di siti  
supplementari nelle vicinanze del PBR in maniera tale da modularne 
le funzioni. 
Il  PBR riveste un ruolo chiave nella funzionalità cellulare. Ad 
esso sono attribuite le funzioni di:  regolazione della proliferazione 
cellulare, trasporto di porfirine (protoporfirina IX, mesoporfirina 
IX, emina), sintesi dell’eme, immunomodulazione, regolazione della 
steroidogenesi e apoptosi.  Queste due ultime funzioni sono 
largamente documentate. 
PBR e steroidogenesi .  La biosintesi degli  steroidi inizia in 
tutti  i  tessuti  steroidogenici con la conversione enzimatica del 
precursore colesterolo in pregnenolone. Il  passaggio limitante la 
velocità di questo processo è il  trasporto del colesterolo dai depositi  
intracellulari ,  attraverso lo spazio acquoso intermembranale, verso 
il  lato della membrana mitocondriale interna rivolta verso la 
matrice, a livello della quale è presente il  citocromo P-450 che 
catalizza la reazione, Figura 19 . [ 38 ]  
Il  PBR riveste un ruolo cruciale nel processo steroidogenico: 
quando viene attivato da un ligando (es. PK11195) lega il  
colesterolo e regola il  suo trasporto dalla membrana mitocondriale 
esterna a quella interna, aumentando la produzione di pregnenolone 
e la sintesi degli steroidi.  Il  meccanismo ipotizzato si  basa su un 
modello sperimentale di dinamica molecolare: i l  PBR accoglierebbe 
nelle sue 5 eliche la molecola di colesterolo formando un canale 
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tramite il  quale il  colesterolo verrebbe trasportato attraverso la 















Figura 19. Ruolo del PBR nella steroidogenesi 
 
PBR e apoptosi. La cascata apoptotica che porta alla morte 
cellulare è stata ben caratterizzata e, in questo processo, l’evento 
critico iniziale risulta essere la dissipazione del potenziale 
transmembranale mitocondriale causata dall’apertura dell’MPTP. 
L’apertura di tale poro, se reversibile e a basso livello di 
conduttanza, causa un netto influsso di ioni ed acqua dentro la 
matrice mitocondriale al fine di mantenere il  corretto equilibrio 
ionico dell’organello. L’apertura prolungata del MPT-poro può al 
contrario innescare una serie di eventi che hanno importanti 
conseguenze sulla fisiologia mitocondriale e sull’equilibrio 
bioenergetico della cellula. In particolare è stata osservata la 












































l’omeostasi degli ioni intracellulari ,  favorendo il  rilascio di calcio 
dalla matrice, e determina il  rigonfiamento colloido-osmotico della 
matrice mitocondriale e l’efflusso dal mitocondrio di proteine e 
molecole tra cui il  citocromo c e la flavoproteina AIF (fattore 
d’induzione dell’apoptosi).  Quest’ultima trasloca nel nucleo dove 
induce condensazione della cromatina e frammentazione del DNA. 
Nel citosol i l  citocromo c interagisce con Apaf-1 (fattore attivante 
dell’apoptosi 1) innescando le reazioni della caspasi che portano 
all’attivazione di un complesso di enzimi fondamentale nell’indurre 
il  riarrangiamento strutturale del nucleo, del citoscheletro e della 
membrana plasmatica, caratteristici dell’apoptosi.[38 ]  
Il  PBR è un modulatore endogeno di questo processo, ma 
l’esatto meccanismo non è ancora stato definitivamente stabilito. La 
sua regolazione può avvenire a diversi livelli  e il  meccanismo 
proposto include la modulazione dell’MPTP o la diretta interazione 
con molecole pro- o anti-apoptotiche. E’ stato dimostrato che i  suoi 
ligandi modulano l’MPTP e la risposta apoptotica. PK11195 e 
FGIN-1-27 sono in grado di diminuire il  potenziale di membrana 
mitocondriale, provocando apoptosi e arresto del ciclo cellulare 
nella fase G1/G0 in diverse linee cellulari tumorali.[38 ]  Il  secondo 
meccanismo è stato proposto dal momento che, a livello dei siti  di  
contatto tra la membrana esterna e quella interna del mitocondrio, i l  
PBR è coinvolto nella formazione del MPT-poro. 
Altre funzioni del PBR.  Numerosi studi sulle funzioni del 
PBR hanno dimostrato la modulazione della sua espressione in stati  
fisiologici e patologici. L’espressione del PBR è sotto il  controllo 
del sistema ormonale che colpisce l’interazione del suddetto 
recettore con il  VDAC e ANT. Anche altri  fattori come le citochine 
(IL-1 o il  TNF-α),  la vitamina A e le catecolamine modulano 
l’espressione del PBR. Infine aumenti significativi del PBR sono 
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stati riscontrati nelle lesioni o traumi cerebrali ,  stress intensi, 
processi infiammatori e nelle cellule tumorali.  
La comprensione dei meccanismi attraverso i quali il  PBR 
modula le risposte cellulari,  insieme alla descrizione delle 
variazioni nell’espressione del PBR, costituisce la base razionale 
per un uso terapeutico dei ligandi di tale recettore. Di conseguenza 
il  PBR ha assunto un notevole interesse come possibile target  
terapeutico e alcune proprietà sono state già evidenziate tramite 
esperimenti applicati a patologie come il  cancro, malattie 
autoimmuni, processi infiammatori, infezioni virali ,  stress e 
patologie neurodegenerative. 
Una grande varietà di molecole endogene mostra alta affinità 
per il  PBR. Una delle prime molecole identificate, isolata sia a 
livello centrale che in tessuti periferici (ghiandola surrenale, rene e 
testicoli),  è un residuo di neuropeptide di 11kDa composto da 86 
aminoacidi che inibisce il  legame del diazepam con il  sito 
recettoriale delle Bz, chiamato “inibitore del legame del diazepam 
(DBI)”. Oltre a questa molecola e ai suoi metaboliti ,  sono stati  
isolati  altri  l igandi endogeni come le porfirine (protoporfirina IX, 
mesoporfirina IX ed emina) ed il  colesterolo. 
Le principali classi di ligandi sintetici descritti  in letteratura 
possono essere divisi in 4 famiglie,[ 38 ]  Figura 20:  
•  benzodiazepine come il  4'-clorodiazepam (Ro 5-4864); 
•  isochinolincarbossamidi tra cui il  PK 11195, uno dei ligandi più 
potenti per il  PBR ad oggi conosciuti;  
•  imidazopiridine (Alpidem); 
•  derivati indolacetamidici (FGIN-1). 
Recentemente è stato riportato un nuovo ligando specifico per 
il  PBR con struttura piridazinoindolica, il  derivato SSR180575. 
Tutti  questi l igandi, che mostrano un’alta affinità di legame 
per il  PBR, con valori di Ki nell’ordine del nanomolare, sono stati  
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utilizzati come strumenti farmacologici di ricerca per caratterizzare 
le proprietà e le funzioni del PBR. Sulla base dei dati 
termodinamici Ro 5-4864 è stato classificato come agonista, mentre 
il  PK 11195 è stato classificato come antagonista; entrambi i  ligandi 
tuttavia, in determinate condizioni fisiologiche, possono indurre 
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 Diazepam: R1=CH3, R2=H, R3=Cl
Flunitrazepam: R1=CH3, R2=F, R3=NO2
Clonazepam: R1=H, R2=Cl, R3=NO2
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La recente letteratura sul PBR comprende numerose relazioni 
che trattano il  suo legame col cancro. Le potenziali applicazioni del 
PBR come target terapeutico nei tumori si basano su due principali  
caratteristiche: (i) alterazione dell’espressione di tale recettore in 
cellule tumorali;  (ii)  ruolo di modulazione del PBR nel processo 
apoptotico. Si è infatti  riscontrata una sua elevata espressione nelle 
cellule e nei tessuti  neoplastici dell’ovario, nell’adenocarcinoma, 
nel carcinoma del fegato e del colon e nei gliomi. Questo aumento 
dell’espressione del PBR è correlabile con il  grado di aggressività 
della forma tumorale. Il  monitoraggio dell’espressione del recettore, 
dunque, può rappresentare una procedura rilevante in clinica per 
diagnosticare e/o seguire la progressione della patologia. 
A questo riguardo, è stato evidenziato che i  l igandi FGIN-1-
27 e PK11195 mostrano, in vitro ,  attività antitumorale, inducendo 
l’apoptosi e l’arresto del ciclo cellulare in linee cellulari di cancro 
esofageo, colon-rettale e in colture primarie di cancro. 
L’ipotesi che il  PBR partecipi allo sviluppo della malattia è 
supportata dalla sua localizzazione anche a livello nucleare e 
perinucleare in alcune linee cellulari  cancerose: in questa sede il  
recettore regolerebbe la proliferazione cellulare facilitando il 
trasporto del colesterolo nel nucleo. Inoltre studi di imaging 
diagnostico non invasivo, usando ligandi marcati  per il  PBR 
([3H]PK 11195), hanno fornito dati di notevole interesse nella 
visualizzazione dei tumori in test  come la tomografia a emissione di 
positroni (PET).  
Oltre ad avere un ruolo nella stimolazione della 
steroidogenesi e nel controllo dell’apoptosi,  i l  PBR è coinvolto 
anche nella regolazione della risposta immunitaria. Esso è 
largamente espresso nel sistema immunitario: nella midollare del 
timo, nei linfonodi e in tutte le serie cellulari dei leucociti .  Come 
già osservato per le linee cellulari tumorali,  i  cambiamenti 
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nell’espressione del PBR sono già stati  associati  a molteplici 
condizioni infiammatorie (encefalite autoimmune, degenerazione 
del nervo sciatico). Ligandi per il  PBR come il  Ro 5-4864 ed il  PK 
11195 limitano la gravità e la progressione di diversi processi 
infiammatori.  Ciò è stato dimostrato utilizzando questi l igandi in 
studi sperimentali  come il  test  della carragenina e nella terapia di 
patologie infiammatorie (infiammazione e iperplasia sinoviale, 
degenerazione del tessuto osseo e cartilagineo). Altro esempio è 
l’efficacia del ligando SSR180575 nella terapia dell’artrite 
reumatoide. Ulteriori  sperimentazioni hanno dimostrato l’efficacia 
del SSR180575 e del PK11195 nella terapia del Lupus 
erythematosus  (patologia autoimmune). 
L’attività anti-infiammatoria mostrata dai ligandi del PBR 
potrebbe essere mediata dagli steroidi e quindi dipendere dalle 
proprietà anti-infiammatorie dei derivati  steroidei.  Un altro 
meccanismo attraverso cui i  l igandi del PBR mediano la risposta 
anti-infiammatoria potrebbe basarsi sull’interferenza con i 
regolatori delle citochine e sulla modulazione dell’attività dei 
monociti  e delle cellule polimorfonucleate. Infine anche 
l’importante proprietà di modulare la risposta apoptotica potrebbe 
contribuire all’attività anti-infiammatoria. 
L’attività del PBR sembra comprendere anche la modulazione 
della risposta cellulare nelle infezioni virali .  Una delle strategie 
adottate dai virus per aggirare i  meccanismi protettivi della cellula 
contro le infezioni, è quella di bloccare il  processo di apoptosi. 
Molteplici studi hanno dimostrato che diversi virus patogeni 
utilizzano proprio il  PBR come target  per mettere in atto il  blocco 
dell’apoptosi.  Questa scoperta offre quindi numerose prospettive 
per nuove strategie antivirali .  
A livello cerebrale il  PBR è localizzato principalmente nelle 
cellule gliali .  E’ stato però riscontrato un elevato aumento della sua 
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densità in caso di lesioni o situazioni patologiche a livello del 
sistema nervoso centrale (SNC), in modo particolare negli stati 
acuti e cronici di patologie neurodegenerative. Da ciò è nata 
l’ipotesi che la regolazione delle funzioni del PBR possa avere un 
ruolo neurotrofico e neuroprotettivo nelle lesioni neuronali.  I  
risultati  sperimentali  hanno suggerito che l’espressione del PBR 
poteva essere regolata da segnali  provenienti  da assoni in via di 
rigenerazione. Un recente studio ha dimostrato come il  l igando 
SSR180575 manifesti  proprietà neuroprotettive in diversi modelli  di 
patologie degenerative progressive del sistema nervoso centrale e 
periferico. Precisamente sia il  l igando SSR180575 che il  Ro 5-4864 
promuovono la sopravvivenza del neurone e la riparazione 
successiva ad assotomia. I meccanismi ipotizzati per tale azione 
sono: (i) regolazione del processo apoptotico che favorisce la 
sopravvivenza delle cellule gliali;  (ii)  produzione di mediatori  come 
neurosteroidi,  citochine o altri  fattori neurotrofici che supportano la 
sopravvivenza del nervo.[40 ]  
Infine l’attività del PBR risulta implicata anche nello stress.  
Infatti  la sua attivazione durante l’esposizione acuta ad agenti 
stressogeni può essere vista come una predisposizione neuronale e 
metabolica per un migliore adattamento allo stress .  
Secondo un recente articolo,[41 ]  i l  nome “PBR (peripheral 
benzodiazepine receptor)”, fino ad oggi accettato dalla comunità 
scientifica, non è più in grado di rappresentare in modo accurato 
questa proteina, la sua struttura, il  suo ruolo subcellulare e le sue 
funzioni. Sulla base dei nuovi dati che descrivono la localizzazione 
mitocondriale del PBR e la funzione di trasportatore (il  PBR è 
infatti  implicato sia nel trasporto del colesterolo che delle 
porfirine), è stata proposta una nuova nomenclatura: Traslocator 
Protein  (TSPO), che si  riferisce alla proteina di 18kDa. 
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AGONISTI ED ANTAGONISTI DI SINTESI 
 
I  primi ligandi sintetici risultati  affini al  recettore 
benzodiazepinico periferico sono state le benzodiazepine. 
All’interno di questa classe, è possibile osservare una variazione 
graduale nei valori di affinità e selettività per i  sit i  di legame 
centrali  e periferici:  ad esempio, il  clonazepam si lega con elevata 
affinità al CBR e mostra valori di affinità molto bassi per il  PBR, 
mentre avviene il  contrario per il  Ro 5-4864; il  diazepam e il  
flunitrazepam mostrano moderata affinità per il  PBR. 
L’interesse farmacologico e chimico nei confronti del 
recettore benzodiazepinico periferico si è intensificato negli  ultimi 
anni. In poco tempo ha portato alla sintesi di nuove categorie di 
l igandi strutturalmente diversi dalle benzodiazepine quali  le 
imidazopiridine, tra cui l’alpidem, che mostra però affinità anche al 
CBR (CBR: Ki=1-28 nM, PBR: Ki=0.5-7 nM)[ 42 ]  e le isochinoline, il  
cui capostipite è il  PK11195, uno dei primi composti a struttura non 
benzodiazepinica altamente affine e selettivo per il  PBR. 
Per poter studiare le funzioni di questo recettore nei vari 
tessuti ,  nei primi anni '90 si  sono susseguite intense ricerche allo 
scopo di ottenere ligandi selettivi per il  PBR e con un profilo 
farmacologico di agonisti ,  per poter studiare le funzioni di questo 
recettore nei vari tessuti.   
Nel 1993 Kozikowski e collaboratori[43 ]  hanno individuato 
una serie di ligandi specifici per il  PBR: le 2-arilindol-3-acetamidi 
56  (FGIN). Queste molecole mostrano una stretta analogia 
strutturale con l’alpidem, mancando però dell’atomo di azoto in 
posizione 4. Molti dei derivati FGIN 56  hanno mostrato ottimi 
valori di affinità (Tabella 20) ed alcuni di questi sono risultati  
capaci di stimolare la sintesi di pregnenolone in linee cellulari C6-



































Inoltre alcuni di questi l igandi hanno provocato in animali da 
esperimento un effetto antineofobico, che non è stato possibile 
imputare ad un’azione diretta sul recettore GABAA, essendo tali  
l igandi totalmente privi di affinità per il  recettore benzodiazepinico 
centrale. Al riguardo, gli  autori hanno proposto una modulazione 
indiretta sul recettore GABAA mediata dall’aumentata produzione di 
neurosteroidi.  
Per quanto riguarda le relazioni struttura-attività (SAR), dai 
dati  di binding riportati  dagli Autori emerge che requisiti  essenziali  
per il  legame di questi composti  al  PBR sono: 
•  i l  gruppo carbonilico del residuo amidico; 
•  i l  sostituente arilico nella posizione 2 del nucleo indolico; 
•  il  gruppo NH indolico. 
La ramificazione con un metile in α  al residuo amidico riduce 
l’affinità (composto 56k :  Ki=800nM rispetto a 56f :  Ki=66nM), così 
come l’introduzione di un  secondo gruppo metilenico tra l’amide e 
il  nucleo indolico (composti  56gg:  Ki=71nM  rispetto a 56o: 
Ki=3.9nM e 56ii:  Ki=200nM rispetto a 56z:  Ki=4.4nM). Anche la 
lunghezza dei sostituenti alchilici sull’N amidico influenza 
notevolmente l’attività: composti che presentano due gruppi n-
propilici,  n-butilici o n-esilici sono generalmente più attivi di quelli 
che portano amidi a corta catena come le dimetiliche (prodotti  
56a ,b) o le dietiliche (prodotto 56c).  L’allungamento ulteriore di 
queste catene causa però di nuovo una caduta di potenza (prodotto 
56dd).  Inoltre,  la presenza di una sola catena di 10-18 atomi di 
carbonio sull’azoto amidico porta a composti inattivi o scarsamente 
attivi (prodotti  56ee e  56ff).  
Sembra quindi che un’altra caratteristica strutturale 
importante dei derivati  56  consista nel numero e nella dimensione 
dei sostituenti alchilici del gruppo amidico. Entro certi  l imiti ,  più 
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alto è il  carattere lipofilo di queste catene alchiliche, più spiccate 
sono l’affinità e la selettività per il  PBR del ligando in esame. 
In conclusione, la struttura ottimale per l’interazione con il  
PBR sembrerebbe essere quella 2-arilindol-3-acetamidica portante 
due gruppi n-esilici sull’atomo di azoto esociclico. Inoltre, la 
presenza di uno o più alogeni, preferibilmente situati nella 
posizione 5 del nucleo indolico e/o in para  sul fenile in posizione 2, 
sembra esercitare un effetto favorevole sull’affinità per il  PBR: il  
prodotto più attivo della serie è infatti  il  derivato 56bb  (Ki=2.3nM) 
che porta due catene n-esiliche sull’azoto amidico, un cloro nella 
posizione 5 dell’indolo ed un fluoro in para  al fenile in posizione 2. 
Questi  dati  vengono ben rappresentati  dal modello di 
interazione dei l igandi con il  PBR proposto da Bourguignon,[ 42 ]  che 
risulta essere simile a quello del CBR, ma con alcune importanti 
differenze nella disposizione spaziale dei principali  punti 










Figura 21 .  Rappresentazione schematica dell’interazione 
dell’alpidem con il  CBR e con il  PBR 
 
Confrontando i modelli  di interazione dell’alpidem con il 
PBR e il  CBR, rispettivamente, si  osserva che l’azoto imidazolico 
























CBR, mentre sembra non avere un ruolo fondamentale 
nell’interazione con il  PBR. 
Nei derivati  indolacetamidici 56  la geometria dell’alpidem 
viene conservata, ma l’azoto imidazolico accettore di legame ad 
idrogeno viene sostituito dall’NH indolico donatore. La selettività 
per il  PBR dei composti indolici 56 ,  più marcata rispetto a quella 
dell’alpidem,  conferma l’importanza dell’azoto imidazolico 
nell’interazione con il  CBR e, nello stesso tempo, evidenzia 
l’importanza del dipolo carbonilico e delle catene laterali  l ipofile 
per il  legame al PBR. 
Sulla base di tali  osservazioni, presso le Università di Bari e 
Cagliari,  la ricerca di nuovi ligandi per il  PBR è stata ancora rivolta 
allo studio di molecole che rappresentassero modifiche strutturali  
del composto-base alpidem.[ 44 ,4 5 ]  
In particolare, sono stati  valutati gli  effetti  della sostituzione 
della catena amidica con una funzione esterea, della variazione 
della lunghezza di tale catena e dell’introduzione di vari sostituenti 
sul fenile in 2 e sull’anello piridinico, mantenendo invariata la 
struttura del nucleo 2-fenilimidazo[1,2-a]piridinico propria 
dell’alpidem (composti 57 ,  Tabella 21).  
I  risultati  di questi studi forniscono importanti  informazioni 
riguardo ai possibili  requisiti  necessari per l’interazione 
recettoriale. Come possiamo vedere dai dati  riportati  nella Tabella 
21 ,  la sostituzione del residuo amidico dell’alpidem con una 
funzione esterea (etilica o n-butilica) comporta in ogni caso una 
marcata perdita di affinità sia per il  CBR che per il  PBR (prodotti 
57 a- i).  Il  gruppo acetamidico sembra quindi essere essenziale per il  
legame a entrambi i  recettori.  In considerazione del fatto che 
l’interazione del carbonile amidico con il  recettore potrebbe 
avvenire mediante la formazione di un legame ad idrogeno e che le 





carbonilico sono paragonabili  nell’amide e nell’estere. La 
differenza di att ività tra questi  due tipi di derivati risulta 
sorprendente. Si suppone che i fattori conformazionali giochino un 
ruolo determinante: è possibile che la ridotta libertà rotazionale del 
legame OC-N nei prodotti  amidici determini una disposizione 
spaziale tale da permettere una interazione ottimale con i siti  di 
legame presenti a livello del PBR. Nel caso dei derivati  esterei,  si 
può ipotizzare che la maggior flessibilità impedisca di raggiungere 
il  sito recettoriale nell’assetto geometrico più favorevole 
all’interazione col recettore.  
L’importanza dei fattori conformazionali nell’interazione con 
il  PBR viene evidenziata anche dal modello di farmacoforo proposto 
da Bourguignon e sopra descritto (Figura 21), [ 4 2 ]  il  quale 
suggerisce che l’alpidem, un ligando non selettivo, debba interagire 
con il  PBR e il  CBR assumendo due differenti conformazioni. La 
catena laterale dell’alpidem (attraverso il  suo dipolo carbonilico) 
potrebbe legarsi con il  PBR in una conformazione quasi coplanare 
rispetto al piano principale della molecola; al contrario, per 
l’interazione con il  CBR, sarebbe necessaria una disposizione al di 
fuori del piano. Questa ipotesi viene avvalorata dall’alta affinità 
mostrata da composti  quali i  derivati pirrolochinolinici 58a  e 
pirrolopiridinici 58b,  che sono analoghi dell’alpidem, ma più rigidi 
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Dagli studi condotti  da Trapani et al . [44 , 45 ]  sui derivati 
fenilimidazopiridinici della serie 57,  emerge inoltre un altro aspetto 
importante: non solo il  gruppo amidico è indispensabile per una 
buona interazione con il  PBR, ma è anche fondamentale che questo 
sia separato dal nucleo imidazopiridinico da una sola unità 
metilenica. La bassa affinità dei composti 57 k-m  e 57ff  può essere 
spiegata ipotizzando che la presenza di due (57ff:  n=2) o di nessun 
(57 k-m:  n=0) gruppo metilenico faccia sì che i centri ritenuti 
responsabili dell’interazione con il  PBR (il nucleo eterociclico 
azotato, la funzione amidica e le catene alchiliche legate all’atomo 
di azoto) si  trovino in una disposizione spaziale tale da non poter 
più ben interagire con l’area recettoriale. 
Infine, gli Autori studiano l’effetto sull’affinità e sulla 
selettività per il  PBR determinato dalla presenza di sostituenti 
diversi sia dal punto di vista elettronico che sterico nelle varie 
posizioni del nucleo piridinico e del fenile in posizione 2. In 
generale, la presenza di un atomo di cloro nella posizione para del  
fenile determina un aumento di affinità e selettività per il  PBR. Per 
quanto riguarda la sostituzione sull’anello piridinico fuso, possiamo 
osservare che anche piccole variazioni possono determinare notevoli 
effetti  sull 'affinità al PBR e sulla selettività recettoriale. Buoni 
risultati  sono ottenuti per introduzione in posizione 6 di sostituenti 
quali OCH3, elettrondonatore, e NO2, elettronattrattore (prodotti  57s  
e 57t).  Analogamente, qualsiasi sostituente presente in posizione 8 
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determina un significativo aumento di affinità e di selettività. I 
risultati  migliori si  osservano per il  gruppo elettronattrattore Cl 
(prodotti  57x,  57y,  57aa) e soprattutto per il  gruppo 
elettrondonatore NH2 (prodotti  57dd e 57ee).  Effetti  ancora più 
marcati sulla selettività al PBR sono provocati da una disostituzione 
nelle posizioni 6 e 8 del nucleo imidazopiridinico con gruppi come 
cloro (57x),  bromo (57z),  trifluorometile,cloro (57aa),  bromo,metile 
(57bb) e metile,bromo (57cc).  
Recentemente sono stati  riportati  in letteratura altri  composti,  
strutturalmente correlabili  con l’alpidem, nei quali  il  nucleo della 
imidazopiridina viene sostituito dall’eterociclo bioisostero 
pirazolopirimidina (composti 58 ,  Tabella 22). [ 4 7 ]  In tutti  i  prodotti 
della serie viene mantenuto il  residuo acetamidico terziario nella 
posizione 3, la cui interazione con il  recettore mediante formazione 
di legame idrogeno è di fondamentale importanza per l’interazione 
con il  PBR. Come possiamo vedere dai dati  riportati  nella Tabella 
22 ,  la maggior parte dei composti sintetizzati presenta elevati valori 
di affinità e marcata selettività per il  PBR. Gli Autori,  all’interno di 
questa serie, studiano come l’introduzione di vari  sostituenti nelle 
posizioni 5, 6 e 7 del residuo pirimidinico e/o sul fenile in  
posizione  2 possa influenzare l’affinità per il  PBR. In particolare, 
la sostituzione sul nucleo pirimidinico sembra essere il  fattore 
chiave per la selettività verso il  PBR. Anche l’introduzione di 
sostituenti nella posizione para  del fenile esercita un effetto 
positivo sull’affinità per il  PBR. 
Alcuni dei prodotti  più attivi sono stati saggiati  anche per la 
loro capacità di stimolare la biosintesi steroidea nelle cellule C6 di 
glioma di ratto, facendo riscontrare un incremento nella produzione 
di pregnenolone con potenza analoga al Ro5-4864 e PK11195. I 
risultati  di questi  saggi preliminari non evidenziano però l’esistenza 
di una correlazione tra l’affinità per il  PBR e l’attività 
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steroidogenica, infatti  alcuni dei composti testati ,  pur mostrando 
elevata affinità,  non producono modificazioni dei livelli di 
pregnenolone. 
 
Tabella 22 .  Dati di affinità dei derivati pirazolopirimidinici 58 a-v  
per il  PBR ed il  CBR.[47 ]  
 
N R R1 R2 R3 Ki (nM) Ki (nM) CBRa
     [3H]PK1119 [3H]Ro15-
58a H Me H H   40.0±4.0     92.6±7.0 
58b H H H Me 155.0±16.0   518.0±20.0 
58c H H H H 1200.0±100b   251.0±18.0 
58d H Me H Me   29.0±3.0 >10,00 
58e Cl Me H Me     2.4±0.2 >10,00 
58f F Me H Me     9.2±1.0 >10,00 
58g Me Me H Me     0.8±0.1 >10,00 
58h OCH3 Me H Me     4.7±0.4 >10,00 
58i F Me H H   25.0±2.0     85.0±3.0 
58l Cl H H Me     8.1±0.3   207.0±10.0 
58m Me Me H CF3     0.9±0.1 5800.0±145.0 
58n Me CF3 H Me     1.0±0.1 6900.0±170.0 
58o  OCH3 CF3 H CF3   16.0±1.0 6260.0±250.0 
58p Cl Me H Ph     2.4±0.2 >10,00 
58q Cl Ph H Me     3.4±0.2 >10,00 
58r Cl Me Me Me     6.1±0.3 >10,00 
58s Cl Me COOEt Me     8.4±0.4 >10,00 
58t H H COOEt Me   942.0±.5.0b n.d.c 
58u Me H Ph H   57.0±5.0 >10,00 
58v H H H Ph   160.0±10.0b >10,00 
Alpidem- - - - 0.5-7 1-28 
[a] I valori di Ki sono medie ± SEM di tre determinazioni. [b] Determinato 



















Nel laboratorio di ricerca presso il  quale è stato svolto questo 
lavoro di tesi è stata recentemente individuata una nuova classe di 
l igandi del PBR altamente affini e selettivi:  le 2-fenilindol-3-












Sono state sintetizzate numerose indolgliossilamidi portanti 
gruppi sostituenti  con diverse proprietà steriche, l ipofile ed 
elettroniche. Tutti  i  nuovi derivati sono risultati  attivi e selettivi 
per il  PBR, con valori di Ki di ordine nanomolare, Tabella 23 .  La 
selettività verso il  recettore periferico è stata accertata con test di 
binding per il  CBR nei quali i  composti hanno dimostrato scarsa o 
nulla affinità. Per alcune delle indolgliossilamidi 59  è stata inoltre 
evidenziata la capacità di stimolare la biosintesi del pregnenolone 
in cellule C6 di glioma di ratto.[ 48 ,4 9 ,50 ]  
Le più importanti considerazioni sulle relazioni struttura-
attività,  emerse dall’esame dei dati di affinità riportati nella 
Tabella  23 ,  sono le seguenti:  per quanto riguarda la natura dei 
sostituenti R1 ed R2 sull’azoto della catena gliossilamidica in 
posizione 3, i  migliori risultati  in termini di affinità sono stati  
ottenuti attraverso la disostituzione con catene alchiliche lineari  ed 
uguali tra loro, di lunghezza compresa tra 3 e 6 atomi di carbonio; 
si  sono inoltre dimostrati  altamente affini  composti con 





































































etilbenzilamidi e N-metilbutilamidi. 
Considerando la posizione para  sul fenile in posizione 2, i  
composti recanti un sostituente elettronattrattore (F,Cl,NO2) (59n-
59y) si  sono dimostrati  i  più attivi,  con valori  di Ki subnanomolari.  
Tra questi derivati,  quelli  con catene n-esiliche e con un sostituente 
in posizione 4' come un alogeno, fluoro (59p)  e cloro (59t),  o un 
gruppo nitro (59x),  risultano particolarmente potenti  con valori  di Ki 
rispettivamente 0.37±0.13nM, 0.55±0.19nM e 0.27±0.1nM. E’ 
interessante notare che l’affinità mostrata è simile, se non superiore, 
a quella dell’alpidem, preso come riferimento (Ki=0.5-7nm). Al 
contrario l’inserzione di un gruppo elettrondonatore come il metile 
nella posizione 4' non ha determinato un aumento significativo di 
affinità: infatti  i  composti (59dd-59gg) sono equipotenti  ai 
corrispondenti non sostituiti .  
Infine, per quanto riguarda la posizione 5 del sistema indolico, 
prodotti  recanti  un sostituente di tipo elettronattrattore come 
F,Cl,NO2  (59hh-59ss),  hanno mostrato una buona attività, che risulta 
ulteriormente potenziata se è contemporaneamente presente un 
secondo sostituente elettronattrattore in posizione 4'  (59yy-59jjj ,  
59www-59zzz).  
In particolare, il  derivato più attivo di tutta la serie delle 
indolgliossilamidi è rappresentato dal 4',5-dicloro sostituito, 
portante in posizione 3 una catena N-metilbutilamidica (59xxx ,  
Ki=0.15±0.02nM).  
Le relazioni struttura-attività di questa classe di composti 
sono state razionalizzate sulla base di un modello di farmacoforo-
recettore,  secondo il  quale i  sit i  di  legame sono costituiti  da tre 
tasche lipofile (L1, L3 e L4) e da un sito donatore capace di formare 
un legame a idrogeno H1.[ 48 , 49 ,5 0 ]  
Nella Figura 22  è rappresentato lo schema di interazione delle 
indolgliossilamidi 59  con il  recettore, paragonato con le modalità di 
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Figura 22 .  Interazione di PK 11195 e 59 con il  modello di 
farmacoforo-recettore proposto.[ 48 ]  
 
Per le indolgliossililamidi si può ipotizzare che il  fenile in 
posizione 2 sia coinvolto in una interazione con un anello aromatico 
elettron-ricco presente nell’area lipofila L1 e che questa interazione 
sia rafforzata da sostituenti elettronattrattori come gli alogeni o il  
gruppo nitro in posizione 4'.  I  sostituenti alchilici R1 ed R2 
interagirebbero con le aree lipofile L3 e L4, rispettivamente, mentre 
il  secondo carbonile del ponte ossalilico della catena laterale 
svolgerebbe il  ruolo di accettore nella formazione di un legame a 
idrogeno con il  sito H1 presente sul recettore. 
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PROBES MOLECOLARI PER LA CARATTERIZZAZIONE DEI 
RECETTORI ATTRAVERSO TECNICHE CHIMICO-FISICHE: 
LIGANDI FLUORESCENTI 
 
Con il  termine di probes molecolari  si  indicano ligandi utili 
per la determinazione o caratterizzazione di un recettore mediante 
tecniche chimico-fisiche. Specifici markers, presenti su molecole in 
grado di interagire con un dato recettore, rendono possibile la 
determinazione spettroscopica o microscopica del recettore stesso. 
Diventa così possibile approfondire lo studio della struttura e delle 
funzioni di un recettore, così come i meccanismi da esso mediati.  [ 5 1 ]  
Esempi di probes molecolari sono i l igandi fluorescenti,  i  
l igandi radioattivi oppure ligandi in grado di formare un legame 
covalente con opportuni costituenti  recettoriali  (affinity labels). 
In particolare, l’utilizzo di ligandi fluorescenti combinati con 
la microscopia confocale permette di:  (i)  determinare la presenza e 
la distribuzione di un recettore all’interno di una preparazione 
multicellulare e localizzare il  binding su singole cellule; (ii) fare 
misure di binding in presenza ed in assenza di competitori  non 
marcati;  (iii)  caratterizzare la localizzazione del segnale a l ivello 
della membrana e l’estensione della penetrazione del probe 
all’interno della cellula. 
La fluorescenza consiste nell’emissione, da parte di una 
molecola che ha assorbito una radiazione, di un’altra radiazione di 
lunghezza d’onda maggiore. 
La maggior parte delle molecole organiche, a temperatura 
ambiente, si trova nello stato fondamentale (S0V0). In queste 
molecole, per assorbimento di fotoni, un elettrone passa ad un 
livello energetico superiore (S1, S2,…) in un tempo inferiore a 10-1 5 
secondi. L’energia assorbita viene velocemente dissipata per 
collisione (come calore), per cui l’energia della molecola eccitata 
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decade rapidamente al livello minimo di energia vibrazionale nello 
stato energetico eccitato (S1V0, S2V0  . . . ) .  Molecole capaci di emettere 
fluorescenza tornano allo stato fondamentale (occupando uno 
qualsiasi dei livelli  vibrazionali) in un tempo inferiore a 10- 8 
secondi ed emettono energia sottoforma di un picco di fluorescenza. 
In altre parole quando un elettrone molecolare viene investito 
da un’onda elettromagnetica della radiazione ultravioletta e ne 
assorbe l’energia, si  sposta su un orbitale più esterno, ma l’eccessiva 
energia vibrazionale improvvisamente acquisita dalla molecola viene 
dispersa in brevissimo tempo nell’ambiente. L’elettrone resta così in 
un particolare stato di instabilità dal quale tornerà nella posizione 
originaria emettendo un fotone di luce visibile, nel giro di una 
frazione infinitesima di secondo. La radiazione emessa ha una 
energia inferiore (lunghezza d’onda maggiore) rispetto alla 
radiazione incidente. Una sostanza può quindi assorbire 
nell’ultravioletto ed emettere una radiazione visibile: l’aumento 
della lunghezza d’onda è detto spostamento (o shift) di Stokes. 
Poche molecole danno origine a fluorescenza. Gli spettri  di 
fluorescenza sono spettri  a banda, dal momento che nella radiazione 
emessa vi sono livelli  energetici che dipendono dai livelli  finali di 
energia vibrazionale e rotazionale raggiunti.  Questi  spettri  inoltre 
non dipendono, di solito, dalla lunghezza d’onda della radiazione 
assorbita e sono in genere simili  allo spettro di assorbimento (con 
andamento speculare), ma spostati  a lunghezza d’onda maggiori.  E’ 
evidente che gli spettri  di fluorescenza forniscono dati solo su tempi 
inferiori  a 10-8 secondi. 
La resa quantica del processo di fluorescenza è data dal 
rapporto tra il  numero di molecole che fluoresce rispetto al totale di 
molecole eccitate, e cioè dal rapporto tra il  numero di fotoni emessi 




resa quantica di fluorescenza = nº fotoni emessi /  nº fotoni 
assorbiti 
 
La resa quantica è un numero compreso tra 0 e 1 ed è 
indipendente dalla lunghezza d’onda della luce di eccitamento; 
influisce però fortemente sulla sensibilità del metodo, dal momento 
che l’intensità della radiazione emessa ad una certa lunghezza 
d’onda è proporzionale ad essa. 
L’intensità di fluorescenza (If)  è direttamente proporzionale 
alla concentrazione (c) dell’analita, secondo la relazione: 
 
If  = 2.3 ·  K ′  ·  ε  ·  d ·  c ·  I0  
 
dove K ′  è una costante che dipende dalla resa quantica di 
fluorescenza, ε  è il  coefficiente di estinzione molare, d è il  cammino 
ottico e I0  è l’intensità del raggio incidente. Se I0 è costante, 
l’equazione diventa  
 
If  = K ·  c 
 
con K= 2.3 K' ε  d I0 .  Esiste così una relazione lineare tra il  potere 
fluorescente di una soluzione e la sua concentrazione. Questa 
relazione vale solo per soluzioni diluite, che mostrano valori di 
assorbanza inferiori a 0.05. All’aumentare della concentrazione, la 
linearità viene meno essenzialmente a causa di due fattori:  (i) 
l’autoestinzione, cioè la collisione tra molecole eccitate; (i i) 
l’autoassorbimento o self-quenching, fenomeno secondo il  quale le 
molecole di analita assorbono la radiazione fluorescente emessa da 
altre molecole di analita,  così che la fluorescenza diminuisce man 
mano che il  fascio attraversa la soluzione e la lunghezza d’onda 
della radiazione emessa si sovrappone a quella di  assorbimento.[52 ]  
Attraverso uno spettrofluorimetro è possibile effettuare le 
seguenti rilevazioni: 
●  spettri  -  elementi caratterizzanti della molecola e relazionati alla 
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polarità dell’ambiente in cui si  trova il  probe; 
●  misura del tempo di decadimento della fluorescenza  – legato al 
tipo di ambiente in cui si trova il  probe: per esempio se in seguito 
all’interazione del probe con il  recettore non si  modifica il  tempo di 
vita della fluorescenza, significa che la molecola del fluoroforo non 
è coinvolta nell’interazione recettore-ligando; 
●  anisotropia di fluorescenza  – rappresenta la misura della 
polarizzazione della luce emessa e permette di misurare i  movimenti 
rotazionali  del probe: i l  probe libero corrisponde a movimenti 
veloci,  i l  probe legato corrisponde a movimenti ristretti;  è quindi 
possibile calcolare la frazione legata rispetto a quella libera. Inoltre, 
l’anisotropia misurata con il  probe completamente legato permette di 
valutare il  grado di rigidità del legame recettore-ligando; 
●  misure di quenching  – “quenching” letteralmente significa 
smorzamento, ed indica il  fenomeno per cui una quota di energia che 
potrebbe essere emessa come fluorescenza viene invece trasferita ad 
un’altra molecola, determinando così una diminuzione della 
fluorescenza stessa; queste misure permettono di valutare 
l’esposizione del fluoroforo, per esempio nei casi in cui la natura del 
legame può  cambiare a seconda della condizioni sperimentali;  
●  misura dello spettro di fluorescenza in funzione del legame  – dà 
indicazione sul tipo di ambiente visto dal probe; si possono 
effettuare esperimenti sia con il  probe libero che con il  probe legato. 
Considerando tutti  questi aspetti ,  risulta quindi evidente 
quanto la versatilità della tecnica della fluorescenza la renda uno 
strumento particolarmente utile nella caratterizzazione di un 
recettore.[ 5 1 ]  
Tra i  fluorocromi più studiati  si  ricordano il  dansile, i l  7-


















DANSILE NAFTALIMIDE  
 
Figura 23 .  Esempi di fluorocromi. 
 
Lo studio della variazioni delle proprietà di fluorescenza di un 
composto in seguito al legame con il  suo recettore in diverse 
condizioni di soluzione (per esempio pH e polarità del solvente),  può 
fornire dati interessanti sulle caratteristiche del sito di legame e 
sull’interazione ligando-recettore. Di seguito si riportano alcuni 
recenti esempi di ligandi fluorescenti utilizzati per lo studio di 
specifici  recettori .  
In un lavoro del 2003[ 5 3 ]  sono state sintetizzate tre serie di 
antagonisti  fluorescenti  del recettore umano 5-HT4 portanti  tre 
diversi gruppi fluorescenti:  il  dansile, la naftalimide e NBD. Dopo 
aver saggiato l’affinità per il  recettore di questi derivati,  è stato 
scelto per esperimenti di microscopia in fluorescenza quello portante 
come gruppo fluorescente la naftalimide. Questi esperimenti hanno 
permesso di determinare con precisione la localizzazione 
subcellulare del recettore 5-HT4. 
Nel 2001 Macchia e collaboratori[54 ]  hanno sintetizzato una 
serie di derivati  della 5'-N-etilcarbossiamidoadenosina (NECA), un 
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potente agonista adenosinico, coniugati con NBD; questi composti 
hanno mostrato un’elevata affinità e selettività per il  sottotipo 
recettoriale A3 dell’adenosina espresso nelle cellule CHO. Inoltre, 
saggi di microscopia in fluorescenza condotti  sul composto più 
attivo e selettivo della serie, hanno permesso la visualizzazione e la 
localizzazione di questo sottotipo recettoriale umano. 
Uno studio analogo per il  recettore periferico delle 
benzodiazepine era stato condotto in precedenza da Kozikowski et 
al. [ 55 ]  In questo lavoro gli Autori hanno dimostrato che il  composto 
ottenuto coniugando FGIN-1-27 (ligando agonista del PBR) con 
NBD, mantiene la stessa specificità per i l  recettore rispetto 
all’analogo non fluorescente. Anche in questo caso l’analisi di 
microscopia di fluorescenza di tale composto, condotta su linee 
cellulari  MA-10 di Leydig di ratto e sulle C6 gliali  umane ha 
consentito di visualizzare il  recettore dimostrando la sua 
localizzazione mitocondriale. 
Una delle principali  applicazioni dei ligandi fluorescenti  è 
quindi la localizzazione cellulare. 
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Tabella 20. Dati di binding dei derivati 3-indolacetamidici 56 a-ii.[43] 
 
N n R R1 R2 R3 X Ar Ki(nM) 

















56a - - H Me Me H C6H5 170±16 
56b - - H Me Me 5-Me p-Me-C6H4 150±12 
56c - - H Et Et H C6H5 156±12 
56d - - H n-Pr n-Pr H C6H5 100±10 
56e - - H n-Pr n-Pr H p-F-C6H4 100±17 
56f - - H n-Pr n-Pr H p-Cl-C6H4 66±7 
56g - - H n-Pr n-Pr H m-Cl-C6H4 678±57 
56h - - H n-Pr n-Pr H p-Br-C6H4 216±16 
56i - - H n-Pr n-Pr H 2-tienil 304±29 
56j - - H n-Pr n-Pr H p-I-C6H4 216±16 
56k - - Me n-Pr n-Pr H p-Cl-C6H4 800±70 
56l - - H n-Pr n-Pr 6-F C6H5 202±28 
56m - - H n-Pr n-Pr 7-F C6H5 211±19 
56n - - H n-Pr n-Pr 5-Cl 2-tienil 78±7 
56o - - H n-Pr n-Pr 5-Cl p-Cl-C6H4 3.9±0.1 
56p - - H n-Pr n-Pr 5-Me p-Me-C6H4 66±6 
56q - - H -(CH2)4 H C6H5 338±36 
56r - - H -(CH2)5 H C6H5 350±30 
56s - - H n-Bu n-Bu H p-F-C6H4 45±2 
56t - - H n-C5H11 n-C5H11 H p-F-C6H4 15±1 
56u - - H H o-Br-C6H4 H p-F-C6H4 476±41 
56v - - H H n-C6H13 H C6H5 96±17 
56w - - H H n-C6H13 H p-F-C6H4 323±28 
56x - - H Me n-C6H13 H p-F-C6H4 135±17 
56y - - H n-C6H13 n-C6H13 H C6H5 9.7±0.6 
56z - - H n-C6H13 n-C6H13 H p-F-C6H4 4.4±0.1 
56aa - - H n-C6H13 n-C6H13 5-Cl C6H5 4.1±0.1 
56bb - - H n-C6H13 n-C6H13 5-Cl p-F-C6H4 2.3±0.9 
56cc - - H n-C6H13 n-C6H13 5-Cl p-Cl-C6H4 3.6±0.8 
56dd - - H n-C8H17 n-C8H17 H C6H5 >1000 
56ee - - H H n-C10H21 H C6H5 >1000 
56ff - - H H n-C18H37 H C6H5 Naa 
















56gg 2 H - n-Pr n-Pr 5-Cl p-Cl-C6H4 71±6.7 
56hh 1 Me - n-Pr n-Pr H p-Cl-C6H4 340±47 
56ii 2 H - n-C6H13 n-C6H13 H p-F-C6H4 200±16 




Tabella 21. Dati di binding dei derivati imidazopiridinici 57 a-ff per il CBR ed il PBR.[a] 
 
          ratio 
N X Y Z n R R1 R2 IC50 (nM) IC50(CBR)/ 
        CBR PBR IC50(PBR) 







   
57a Cl H H 0 Et - - 2120 b - 
57b H Me H 0 Et - - 1150 b - 
57c Me H H 1 Et - - 1390 b - 
57d Cl H H 1 Et - - 1170 b - 
57e Cl H Cl 1 Et - -   695 b - 
57f Cl H H 2 Et - - 1110 b - 
57g Me H H 1 n-But - - 3150 b - 
57h Cl H H 1 n-But - - 2500 b - 
57i Cl H Cl 1 n-But - - 2780 b - 
57j Cl H H 2 n-But - - 1180 b - 







   
57k Cl H Cl 0 - Et Et 8380 2040 - 
57l Cl H Cl 0 - n-Pr n-Pr 8730  426  
57m Cl H Cl 0 - -(CH2)4-  2980 b - 
57n H H H 1 - n-Pr n-Pr  464    80        5.8 
57o Cl H H 1 - n-Pr n-Pr    86      4       21.5 
57p Br H H 1 - n-Pr n-Pr  116    14.5        7.25 
57q I H H 1 - n-Pr n-Pr  286    23       12.4 
57r Me H H 1 - n-Pr n-Pr  124.7    34.5         3.6 
57s OCH3 H H 1 - n-Pr n-Pr 2830    33.6       84.2 
57t NO2 H H 1 - n-Pr n-Pr 2740    11.8     232 
57u Br H Cl 1 - n-Pr n-Pr    58    12        4.83 
57v Cl H Cl 1 - -(CH2)4-     92  287        0.32 
57w Cl H Cl 1 - -(CH2)5-   240    18.7       12.8 
57x Cl Cl H 1 - n-Pr n-Pr 46%c    12 >1000 
57y Cl Cl Cl 1 - n-Pr n-Pr 0%c    20 >1000 
57z Br Br Cl 1 - n-Pr n-Pr 17%c    55.3 >1000 
57aa CF3 Cl Cl 1 - n-Pr n-Pr 0%c    37 >1000 
57bb Br Me H 1 - n-Pr n-Pr 68%c    13.5 >1000 
57cc Me Br H 1 - n-Pr n-Pr 78%c    19 >1000 
57dd H NH2 H 1 - n-Pr n-Pr 6309      4.3 >1000 
57ee H NH2 Cl 1 - n-Pr n-Pr 8511      6.3 >1000 
57ff Cl H H 2 - n-Pr n-Pr  308 3270         0.09 
Alpidem- - - - -      26      7.9         3.3 
[a] I valori di IC50 sono medie di due esperimenti eseguiti in triplo. [b] Valore di IC50>104 nM. [c] I valori 
sono le percentuali del legame specifico del [3H]flunitrazepam determinate ad una concentrazione di 40μM del 







Negli ultimi anni il  gruppo di ricerca presso il  quale ho svolto 
il  dottorato ha intrapreso lo studio di ligandi al  recettore periferico 
delle benzodiazepine (PBR). 
Come abbiamo già ampiamente descritto nella Parte Generale  
i l  PBR, grazie alla sua primaria localizzazione mitocondriale, 
riveste un ruolo importante sia nella regolazione della 
proliferazione cellulare e dell’apoptosi, che nella biosintesi degli 
steroidi. Il  PBR risulta quindi essere un target promettente per lo 
sviluppo di nuovi strumenti terapeutici per il  trattamento clinico di 
numerosi disordini quali tumori,  malattie neurodegenerative, 
autoimmuni ed infettive, tutte patologie correlate ad un alterato 
equilibrio dei processi vita/morte cellulari.  In particolare un 
incremento della morte cellulare caratterizza patologie acute quali  
l’infarto, l’AIDS, disturbi epatici, così come le patologie 
neurodegenerative. Al contrario, una ridotta capacità delle cellule di 
andare incontro ad apoptosi, può portare all’accumulo di cellule 
anomale, caratteristico sia dei tumori che delle malattie 
autoimmuni. 
Per quanto riguarda invece l’azione steroidogenica, le 
evidenze di una incrementata espressione del PBR e delle proteine 
steroidogeniche associate in seguito ad un danno traumatico nel 
cervello e nel midollo spinale, insieme ad un aumento locale del 
livello di steroidi, suggerisce che tale recettore possa giocare un 
ruolo neuroprotettivo mediato dalla neurosteroidogenesi. Tra le 
patologie che implicano una alterazione dei livelli  di alcuni 
specifici  neurosteroidi possiamo ricordare i  disturbi correlati  allo 
stress, la depressione e le malattie neurodegenerative. 
Di conseguenza, l’identificazione di nuovi specifici  ligandi 
per il  PBR risulta di grande importanza al fine di caratterizzare i 
potenziali  ruoli  farmacologici e terapeutici di tale recettore. 
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Negli ultimi anni, l’utilizzo dei ligandi fluorescenti si è 
rivelato una valida alternativa ai metodi più classici di ricerca 
(utilizzo di ligandi radioattivi) per lo studio delle interazioni 
ligando/recettore. Essi forniscono infatti  un’ampia varietà di 
informazioni sul meccanismo di legame del ligando al proprio 
recettore e sulla distribuzione subcellulare del recettore stesso. 
In particolare, l’identificazione di nuovi ligandi fluorescenti 
capaci di marcare specificatamente il  PBR nelle cellule vive, riveste 
grande importanza per studiare meglio il  ruolo dei livelli  
d’espressione del PBR in molte patologie in cui la sua densità è 
alterata. L’espressione basale di questo recettore risulta infatti  
alterata in vari  disturbi:  una down-regulation si osserva in 
condizioni di stress cronico o ripetuto e in molti  disturbi 
psichiatrici.  Al contrario il  PBR è up-regolato in una serie di 
neuropatologie che includono i gliomi, i  disturbi neurodegenerativi,  
quali l’Alzheimer, così come in varie forme di danno cerebrale e di 
infiammazione. Una densità particolarmente elevata di tale recettore 
si osserva nei tessuti neoplastici.  Il  PBR potrebbe così 
rappresentare un marker sensibile e specifico di alterazioni 
patologiche, oltre che un mezzo diagnostico dello stato e 
progressione della patologia, incoraggiando le ricerche verso lo 
sviluppo di nuovi ligandi del PBR quali strumenti adatti  per 
tecniche di indagine molecolare. 
Alla luce di tutto questo, nel corso di questo lavoro di tesi 
sperimentale sono stati  progettati  e sintetizzati i  derivati 60 a-f ,  






















                                     60 a-f      
 
La progettazione di questi  composti è stata fatta sulla base 
della struttura delle 2-fenilindol-3-ilgliossilamidi 59 ,  una classe di 
ligandi per il  PBR descritti  recentemente da questo gruppo di 
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Infatti ,  l’elevata affinità (Ki nell’ordine del nanomolare) e 
selettività di questi derivati per il  PBR li rende degli ottimi leads 
per l’ottenimento di probes fluorescenti .  
La caratteristica fondamentale che un ligando fluorescente 
deve possedere per esser definito un marker recettoriale è la 
capacità di legarsi con alta affinità al recettore in esame. 
Abbiamo quindi studiato la struttura dei derivati  59  ed il  loro 
schema di interazione con il  PBR per valutare quale modifica 
strutturale fosse la più opportuna al fine di inserire il  gruppo 
fluorescente, perturbando al minimo la capacità di legame al PBR. 
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Come abbiamo già descritto nella Parte Generale ,  i l  legame 
di queste molecole 59  con il  recettore dovrebbe avvenire mediante 
quattro interazioni fondamentali:  
(i) il  fenile in posizione 2 dovrebbe occupare l’area lipofila L1; 
(ii)  i  sostituenti alchilici R1 e R2 interagirebbero rispettivamente 
con le aree lipofile L3 e L4; 
(iii) i l  carbonile amidico dovrebbe funzionare da accettore nella 













Figura 22 .  Interazione dei derivati 2-fenilindolgliossilamidici con il 
modello di farmacoforo del PBR. 
 
Alla luce di tutto questo, e considerando anche la fattibilità 
sintetica, abbiamo pensato di introdurre il  gruppo fluorescente al 
termine di una catena alchilica legata all’azoto gliossilamidico. In 
questo modo tale gruppo fluorescente dovrebbe andare a sistemarsi 
in una delle tasche lipofile L3 o L4 che, secondo il  modello 
suddetto, dovrebbero essere sufficientemente grandi per ospitarlo, 
perturbando così al minimo l’alta affinità della struttura lead. 
Inoltre, la lunghezza della catena alchilica spaziatrice tra il  gruppo 
fluorescente e l’azoto amidico è stata variata in modo da introdurre 
una certa flessibilità molecolare che permetta il  miglior 




Per quanto riguarda la natura del gruppo fluorescente, 
abbiamo selezionato il  gruppo NBD che, possedendo un volume 
molecolare relativamente piccolo, dovrebbe apportare una 
variazione trascurabile all’affinità del ligando. Del resto questo 
gruppo fluorescente è stato già utilizzato per lo studio di recettori 
quali l’A3[ 5 4 ] ed anche il  PBR.[ 5 5 ]  
Riguardo a quest’ultimo, Kozikowski e coll. [55 ]  nel 1997 
hanno dimostrato che il  derivato del composto FGIN-1-27, ligando 
ad alta affinità per il  PBR, coniugato con NBD, manteneva la stessa 
alta specificità per il  recettore dell’analogo non sostituito. Inoltre 
l’analisi  di microscopia di fluorescenza condotta sulle linee 
cellulari MA-10 di Leydig testicolari di ratto e sulle C6 gliali  umane 
con il  composto NBD FGIN-1-27, in presenza e in assenza di 
PK11195 100 μM, ha evidenziato la specificità di interazione con il  
PBR, permettendo la localizzazione intracellulare del recettore. 
Incoraggiati da questi risultati ,  abbiamo rivolto la nostra 




















                            60 a-f      
 
In un primo approccio la sintesi è stata ottimizzata per i  
derivati 60c e  60d caratterizzati da una catena alchilica con quattro 
atomi di carbonio. 
Inizialmente abbiamo pensato di utilizzare la procedura 
riportata nello Schema 15  analoga a quella descritta da  Kozikowski 
per la sintesi del suo probe fluorescente [(7-nitro-2,1,3-
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benzoxadiazol-4-il)-2-fenilindol-3-acetamide]. In questo caso gli 
Autori facevano reagire il  2-fenilindol-3-ilacetato di etile con la 
esametilendiamina (Al amide) in toluene a riflusso. Ottenevano una 
miscela di prodotti  (monosostituito e disostituito), dalla quale il  
derivato aminico desiderato veniva isolato mediante cromatografia 
su colonna (resa: 46%) e infine coniugato con il  gruppo 






















































Secondo lo Schema 15 ,  i l  2-fenilindolo e il  2-(4'-
fluorofenilindolo) commerciali  vengono quindi fatti  reagire con 
cloruro di ossalile in Et2O anidro in accordo con la procedura 
riportata in letteratura.[ 48 ]  L’aggiunta a 0°C del cloruro di ossalile 
porta quasi immediatamente alla formazione dei cloruri acilici 
desiderati,  che vengono recuperati per filtrazione a pressione ridotta 
ed utilizzati nella reazione successiva senza ulteriore purificazione.  
In seguito abbiamo condensato i 2-fenilindolo-3-
gliossilcloruri 61c e  61d  con 1,4-diaminobutano in etere anidro ed 
in presenza di NEt3. Per cercare di ridurre al minimo la formazione 
del prodotto disostituito, abbiamo utilizzato un eccesso di amina ed 
abbiamo operato aggiungendo molto lentamente una sospensione in 
etere anidro del cloruro acido alla soluzione, raffreddata a 0°C, di 
1,4-diaminobutano e NEt3 nello stesso solvente. In questo modo, il  
derivato diaminico si trova sempre in forte eccesso rispetto al 
cloruro acido. 
Nonostante questi accorgimenti,  procedendo secondo lo 
Schema 15 ,  la prima reazione ha fornito un prodotto grezzo quasi 
esclusivamente costituito dai derivati disostituiti  63c ,  63d .  
Abbiamo così pensato di modificare questa procedura secondo 
quanto riportato nello Schema 16 ,  uti lizzando come prodotto di 
partenza le alchilendiamine nella forma monoprotetta con il  gruppo 
BOC, in modo da evitare la formazione del derivato aminico 
disostituito. 
Gli indolgliossilcloruri 61c ,  61d vengono condensati con l’ N-
BOC-1,4-diaminobutano in soluzione di toluene anidro ed in 
presenza di trietilamina. La reazione è condotta in corrente d’azoto 
a 0ºC per un’ora e poi a t .a. per 48 ore. Si ottengono i prodotti  64c , 
64d  solidi che vengono raccolti  per filtrazione e quindi lavati con 
















































sufficientemente puri da poter essere utilizzati come tali  nelle 
reazioni successive. Un campione analitico è ottenuto per 
cristallizzazione da un opportuno solvente e la loro struttura è 
confermata da dati analiti  e spettroscopici (vedi Parte 
Sperimentale).  
I  derivati  64c  e 64d  vengono quindi idrolizzati  con HCl 3M in 
etile acetato a 60ºC per circa 3 ore controllando l’andamento della 
reazione mediante TLC. Al termine la miscela di reazione viene 
ripresa con acqua e dopo alcalinizzazione con K2CO3  solido, i  
prodotti  62c  e 62d  vengono estratti  con CHCl3. La loro struttura è 
confermata da dati analitici e spettroscopici.   
A questo punto la via sintetica prevede  la condensazione 
delle amine 62c  e 62d  con il  4-cloro-7-nitrobenzofurazano (Schema 
17).  Una soluzione di 4-cloro-7-nitrobenzofurazano commerciale e 
NEt3 in DMF anidra viene aggiunta goccia a goccia e molto 
lentamente ad una soluzione dell’amina da noi sintetizzata 62c ,  62d  
in DMF anidra. La reazione è condotta in corrente d’azoto ed è 
lasciata in agitazione a t.a. ed al riparo dalla luce. Il  suo andamento 
è controllato mediante TLC (AcOEt/Benzina=7:3): il  prodotto da 
noi desiderato si forma dopo circa 15 ore. Dopo aver evaporato il  
solvente, i l  grezzo di reazione viene purificato mediante 
cromatografia flash. La struttura dei composti 60c  e 60d  è 
confermata da dati analitici e spettroscopici riportati  nella Tabella 









































X = H, F
60c, 60d  
 
 
La via sintetica appena descritta porta all’ottenimento dei 
composti da noi desiderati,  ma con una resa finale piuttosto bassa. 
Visto che entrambe le condensazioni (Schemi 16  e 17)hanno rese 
alte, quasi quantitative, il  passaggio critico risulta essere la 
reazione di idrolisi  che mostra una resa del 20%. Nelle condizioni 
da noi utilizzate (Schema 16),  infatti ,  la rimozione del gruppo 
protettore compete con l’idrolisi  del legame gliossilamidico con 
conseguente formazione di un grezzo di reazione costituito da una 
miscela purificabile con estrema difficoltà. Abbiamo quindi tentato 
di modificare le condizioni della reazione in modo da ottenere solo 
l’amina da noi desiderata.  La variazione della temperatura e del 
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tempo di reazione così come l’utilizzo di altri  acidi (ad es. 
CF3COOH) non hanno però portato ad un aumento significativo 
della resa.  
Abbiamo così cercato di progettare una via di sintesi 
alternativa che permettesse di ottenere i  prodotti finali  con rese 
maggiori.  La procedura utilizzata prevede inizialmente la sintesi 
delle amine intermedie 65-67 ,  per reazione, secondo quanto 
riportato nello Schema 18 ,  tra il  4-cloro-7-nitrobenzofurazano e 













Ad una soluzione dell’opportuna diamina protetta e NEt3 in 
DMF anidra viene aggiunto, goccia a goccia nell’arco di 5 minuti , 
l’NBD disciolto anch’esso in DMF anidra. La reazione viene 
condotta in corrente d’azoto e mantenuta in agitazione a 
temperatura ambiente e al riparo della luce, controllando il  suo 
andamento tramite TLC. Dopo 15 ore si è formato il  composto da 
noi desiderato che viene recuperato con buone rese per estrazione 
con CHCl3. I  derivati  68-70  sono sufficientemente puri da poter 
essere utilizzati come tali  nella reazione successiva. Un campione 
analitico è ottenuto per lavaggio e freddo con etere etilico. La 
struttura di questi derivati 68-70  è stata confermata con dati 
analitici e spettroscopici riportati  nella Tabella 25 .  
I  prodotti 68-70  vengono quindi idrolizzati con HCl 3M in 
AcOEt a 60˚C per circa 3 ore, controllando la reazione con TLC. Al 







































































65-67  precipitano sotto forma di cloridrati.  Anche in questo caso i 
prodotti  ottenuti possono essere utilizzati nei passaggi successivi 
senza bisogno di ulteriore purificazione. Le rese di reazione, le 
costanti  chimico-fisiche e le caratteristiche spettroscopiche dei 
composti 65-67 sono riportate nella Tabella 26 .  
A questo punto la via sintetica prevede la condensazione tra i 
prodotti 65-67  e l’opportuno 2-fenilindol-3-gliossililcloruro 
precedentemente preparato.  
Gli indolgliossililcloruri 61c e  61d ,  sintetizzati secondo la 
procedura descritta precedentemente, e le amine 65-67  vengono 
quindi condensati in soluzione di THF anidro ed in presenza di 
trietilamina. L’utilizzo in questa reazione del tetraidrofurano è 
dovuto alla scarsa solubilità dei composti 65-67  in toluene, solvente 
in cui veniva condotta la condensazione analoga nella via sintetica 
precedente (vedi Schema 15).  La miscela di reazione viene 
mantenuta in agitazione in corrente di azoto a 0˚C per 1 ora e poi a 
t .a.  per 36-48 ore, controllandone l’andamento mediante TLC. Si 
ottiene una sospensione. Dopo aver eliminato il  solido costituito da 
trietilamina cloridrato mediante filtrazione, la fase organica è 
evaporata a pressione ridotta ed il  residuo ottenuto lavato con una 
soluzione di NaHCO3. Si ottengono i derivati fluorescenti 60 a-f 
che vengono purificati  per lavaggio a freddo con Et2O. La struttura 
di tutti  i  composti è confermata con dati analitici e spettroscopici 
(Tabella 24).  
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Tabella 23. Dati di binding dei derivati 2-arilindol-3-ilgliossilamidici 59 a-zzz.[48,49,50] 
 





59a (CH2)2CH3 H H H H 815±80 3293±381 
59b (CH2)3CH3 H H H H 1167±99 12% 
59c CH2CH3 CH2CH3 H H H 43.0±4 - 
59d (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H H H 12.2±1.0 16% 
59e (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H H H 7.50±0.7 3% 
59f (CH2)4CH3 (CH2)4CH3 H H H 16.0±2.0 3% 
59g (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H H H 1.40±0.2 10% 
59h CH(CH3)2 CH(CH3)2 H H H 103±9.0 - 
59i CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)CH2CH3 H H H 17.0±2.0 5% 
59j CH2CH3 CH2C6H5 H H H 11.0±1.0 - 
59k -(CH2)4 H H H 2400±125 4% 
59l -(CH2)5- H H H 665±30 3% 
59m -(CH2)6- H H H 33.0±3.0 3% 
59n (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 F H H 4.28±0.32 4.3% 
59o (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 F H H 2.40±0.81 0% 
59p (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 F H H 0.37±0.13 0% 
59q CH2CH3 CH2C6H5 F H H 1.68±0.12 10% 
59r (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 Cl H H 4.65±0.52 14% 
59s (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 Cl H H 1.00±0.27 0% 
59t (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 Cl H H 0.55±0.19 4.2% 
59u CH2CH3 CH2C6H5 Cl H H 1.30±0.15 7.3% 
59v (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 NO2 H H 0.95±0.1  
59w (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 NO2 H H 0.23±0.07  
59x (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 NO2 H H 0.27±0.10  
59y CH2CH3 CH2C6H5 NO2 H H   
59z (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 CF3 H H 1.69±0.2  
59aa (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 CF3 H H 1.16±0.1  
59bb (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 CF3 H H   
59cc CH2CH3 CH2C6H5 CF3 H H   
59dd (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 CH3 H H 5.50±0.98  
59ee (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 CH3 H H 3.80±0.91  
59ff (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 CH3 H H 1.60±0.13  
59gg CH2CH3 CH2C6H5 CH3 H H 1.33±0.2  
59hh (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H F H 2.67±0.48  
59ii (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H F H 4.00±0.15  
59jj (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H F H 0.37±0.12  
59kk CH2CH3 CH2C6H5 H F H   
59ll (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H Cl H 2.80±0,3  
59mm (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H Cl H 4.91±0.4  
59nn (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H Cl H 58.4±6 3% 
59oo CH2CH3 CH2C6H5 H Cl H 4.6±0,5  
continua 
 













Tabella 23. continua 
 
59pp (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H NO2 H 20.2±2.02 0% 
59qq (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H NO2 H 21.6±2.15 1% 
59rr (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H NO2 H 30.3±9.15 0% 
59ss CH2CH3 CH2C6H5 H NO2 H 18.3±0.15 0% 
59tt (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H OCH3 H 328±45 8.6% 
59uu (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H OCH3 H 65.2±3.4 8.8% 
59vv (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H OCH3 H 35.5±8.7 7.2% 
59xx CH2CH3 CH2C6H5 H OCH3 H 69.5±3.6 5.7% 
59yy (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 F Cl H 2.83±0.80 14% 
59zz (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 F Cl H 3.05±0.45 17% 
59aaa (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 F Cl H 7.75±1.55  
59bbb CH2CH3 CH2C6H5 F Cl H 4.01±0.26 9.7% 
59ccc (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 F F H 6.73±1.39  
59ddd (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 F F H   
59eee (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 F F H   
59fff CH2CH3 CH2C6H5 F F H 1.67±0.37  
59ggg (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 Cl Cl H 0.62±0.06  
59hhh (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 Cl Cl H 1.9±0.2  
59iii (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 Cl Cl H 5.8±0.6  
59jjj CH2CH3 CH2C6H5 Cl Cl H 3.3±0.3  
59kkk (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H H Cl 14±1.5 0% 
59lll (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H H Cl 3.40 1% 
59mm (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H H Cl 2.4±0.3 0% 
59nnn CH2CH3 CH2C6H5 H H Cl 5.0±0.4 0% 
59ooo (CH2)2CH3 (CH2)2CH3 H H CH3 25±3  
59ppp (CH2)3CH3 (CH2)3CH3 H H CH3 6±0.60  
59qqq (CH2)5CH3 (CH2)5CH3 H H CH3 1.90±0.20  
59rrrs CH2CH3 CH2C6H5 H H CH3 2.30±0.20  
59sss CH3 CH2CH3 H H H 940±120 15% 
59ttt CH3 (CH2)3CH3 H H H 53.3±4  
59uuu CH3 (CH2)5CH3 H H H 12.6±1  
59vvv CH2CH3 (CH2)3CH3 H H H 12.1±1  
59ww CH3 CH2CH3 Cl Cl H 9.54±1.29 15% 
59xxx CH3 (CH2)3CH3 Cl Cl H 0.15±0.02  
59yyy CH3 (CH2)4CH3 Cl Cl H 0.18±0.02  
59zzz CH2CH3 (CH2)3CH3 Cl Cl H   
 
PK 11195    9.3±0.5  
Ro 5-4864  23±3.1  
Alpidem  0.5-7 1-28 
 [a] La concentrazione dei composti saggiati che inibisce il 50% del legame del [3H]PK11195 nelle membrane 
mitocondriali di rene di ratto (IC50) è stata determinata mediante analisi log-probit utilizzando 6 concentrazioni diverse 
del composto. I valori di ki sono medie ± SEM di 3 determinazioni. [b] Le percentuali di inbizione del legame specifico 
del [3H]Ro 15.1788 ad una concentrazione di 10μM del composto sono medie ± SEM di 5 determinazioni. I valori di ki 






































2.79-2.97 (m, 4H, 2CH2); 6.33 
(d, 1H, 5'-H); 7.23-7.30 (m, 3H, 
Ar-H); 7.43-7.57 (m, 5H, Ar-H); 
8.05-8.09 (m, 1H, 4-H); 8.53 (d, 
1H, 6'-H); 8.71 (bs, 1H, CONH); 
9.28 (bs, 1H, CH2NHAr); 12,41 
(bs, 1H, 1-NH). 
470 (M+, 100); 
424 (31); 193 
(80); 86 (15). 





2.57-2.89 (m, 4H, 2CH2); 6.37 
(d, 1H, 5'-H); 7.20-7.70 (m, 7H, 
Ar-H); 8.03-8.07 (m, 1H, 4-H); 
8.52 (d, 1H, 6'-H); 8.74 (bs, 1H, 
CONH); 9.31 (bs,1H, 
CH2NHAr); 12.44 (bs,1H,1-NH).
488 (M+, 100); 
442 (10); 237 
(55); 86 (11). 
        continua 
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continua     





1.13-1.24 (m, 4H, 
CH2(CH2)2CH2); 2.70-2.90 (m, 
4H, CH2(CH2)2CH2);  6.42 (d, 
1H, 5'-H); 7.25-7.26 (m, 3H, Ar-
H); 7.46-7.54 (m, 5H, Ar-H); 
8.05-8.09 (m, 1H, 4-H); 8.49-
8.53 (m, 2H, 6'-H, CONH); 9.57 
(bs, 1H, CH2NHAr,); 12.37 (bs, 
1H, 1-NH). 
498 (M+, 10); 452 
(20); 193 (10); 83 
(100 





1.10-1.27 (m, 4H, 
CH2(CH2)2CH2); 2.77-2.83 (m, 
4H, CH2(CH2)2CH2); 6.40 (d, 
1H, 5'-H); 7.23-7.63 (m, 7H, Ar-
H); 8.04-8.07 (m. 1H. 4-H); 
8.51-8.60 (m, 2H, 6'-H, CONH); 
9.47 (bs, 1H, CH2NHAr); 12.43 
(bs, 1H, 1-NH). 
516 (15); 470 
(23); 193 (8); 83 
(100). 





1.10-1.23 (m, 8H, 
CH2(CH2)4CH2); 2.75-2.84 (m, 
4H, CH2(CH2)4CH2); 6.42 (d, 
1H, 5'-H); 7.22-7.26 (m, 3H, Ar-
H); 7.44-7.57 (m, 5H, Ar-H); 
8.04-8.08 (m, 1H, 4-H); 8.43-
8.48 (m, 2H, 6'-H, CONH); 9.56 
(bs, 1H, CH2NHAr); 12.35 (bs, 
1H, 1-NH). 
526 (M+, 32); 480 
(15); 193 (10); 83 
(100). 
                      continua 
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60f 6 F 77 100-102 C28H25N6O5F 3430-3120, 
1620, 1580, 
1300, 720. 
1.13-1.25 (m, 8H, 
CH2(CH2)4CH2); 2.75-2.81 (m, 
4H CH2(CH2)4CH2); 6.40 (d, 1H, 
5'-H); 7.22-7.63 (m, 7H, Ar-H); 
8.05-8.08 (m, 1H, 4-H); 8.48-
8.53 (m, 2H, 6'-H, CONH); 9.57 
(bs, 1H, CH2NHAr); 12.38 (bs, 
1H, 1-NH). 
544 (M+, 18); 498 
(15); 238 (10); 83 
(100). 
[a] misurato sul composto purificato mediante lavaggio a freddo con Et2O. 
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68 2 95 127-129 C13H17N5O5 3400, 3290, 
1670, 1590, 
1130, 740 
1.32 (s, 9H, 3CH3); 2.84-2.88 
(m, 2H, CH2NHAr); 3.48-3.53 
(m, 2H,  CONHCH2); 6.43 (d, 
1H, 5-H); 7.03 (bs, 1H, CONH); 
8.52 (d, 1H, 6-H); 9.42 (bs, 1H, 
CH2NHAr). 
324 (M++1, 11); 267 
(5); 163 (17); 74 (100). 
69 4 95 83-85 C15H21N5O5 3350, 3300, 
1690, 1580, 
1190, 740. 
1.35 (s, 9H, 3CH3); 1.43-1.70 
(m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 2.90-
2.97 (m, 2H, CH2NHAr); 3.43-
3.49 (m, 2H, CONHCH2); 6.42 
(d, 1H, 5-H); 6.83 (bs, 1H, 
CONH); 8.50 (d, 1H, 6-H); 9.56 
(bs, 1H, CH2NHAr). 
351 (M+, 19); 294 (20); 
220 (100). 
                             continua 
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70 6 90 96-98 C17H25N5O5 3385, 3300, 
1680, 1580, 
1101, 750. 849, 
739. 
1.35-1.66 (m, 17H, 3CH3, 
CH2(CH2)4CH2); 2.84-2.93 (m, 
2H, CH2NHAr, ); 3.42-3.47 (m, 
2H, CONHCH2); 6.40 (d, 1H, 5-
H); 6.76 (bs, 1H, CONH); 8.50 
(d, 1H, 6-H); 9.55 (bs, 1H, 
CH2NHAr). 
379 (M+, 21); 235 
(100); 177 (9). 
[a] misurato sul composto purificato mediante lavaggio a freddo con Et2O. 
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65 2 72 130-132 C8H9N5O3 3450-3130, 
1620, 1580, 
1170, 730. 
3.03-3.17 (m, 4H, 2CH2); 6.54 
(d, 1H, 5-H); 8.18 (bs, 3H, 
NH3+); 8.56 (d, 1H, 6-H); 9.42 
(bs, 1H, NH). 
259 (M+, 5); 223 (5); 191 
(100); 58 (24). 





1.65-1.72 (m, 4H, 
CH2(CH2)2CH2); 2.82-2.95 (m, 
2H, NHCH2); 3.45-3.51 (m, 
2H, CH2NH3+); 6.45 (d, 1H, 5-
H); 7.90 (bs, 3H, NH3+); 8.53 
(d, 1H, 6-H); 9.56 (bs, 1H, NH 
). 
287 (M+, 5); 252 (5); 235 
(6); 191(10); 83 (100). 




67 6 70 208-210 C12H17N5O3 3300-3100, 
1620, 1590, 
1150, 730. 
1.23-1.75 (m, 8H, 
CH2(CH2)4CH2); 2.74-2.77 (m, 
2H, NHCH2); 3.40-3.49 (m, 
2H, CH2NH3+); 6.42 (d, 1H, 5-
H); 7.87 (bs, 2H, NH3+); 8.52 
(d, 1H, 6-H); 9.58 (bs, 1H, 
NH). 
315 (M+, 3); 279 (4); 191 
(80); 83 (100). 





Tutti i  prodotti  fluorescenti 60 a-f  sintetizzati sono stati  
sottoposti a prove di attività per il  PBR presso i  laboratori del 
Dipartimento di Psichiatria,  Neurobiologia, Farmacologia e 
Biotecnologie dell’Università di Pisa. 
L’affinità è stata determinata in base alla capacità delle 
molecole di inibire il  legame specifico del [3H]PK11195 da 
membrane mitocondriali  di rene di ratto. In un primo momento 
viene fatto uno screening ad una determinata concentrazione (per i  
composti oggetto di questa tesi 10μM); successivamente, per quelli 
più attivi,  viene calcolata l’IC5 0, cioè la concentrazione del 
composto che è in grado di spiazzare il  50% del ligando radioattivo 
del recettore. Una volta ottenuto l’IC50,  viene calcolata la Ki del 
composto in accordo con l’equazione di Cheng e Prusoff. [ 34 ]  
I  dati  di binding dei prodotti  60 a-f  di  nuova sintesi sono 
riportati  nella Tabella 27 ,  insieme ai valori  di affinità delle 
strutture lead 59p  e a quelli  di PK11195, Ro 5-4864 ed alpidem, 
come composti di riferimento. 
Tutti  i  composti  sintetizzati  presentano una buona affinità con 
valori di Ki nell’ordine del nanomolare. Come appare evidente, la 
lunghezza della catena polimetilenica influenza la potenza di questi 
composti.  I  derivati 60a  e 60b ,  portanti la catena etilenica, 
mostrano un’affinità moderata probabilmente a causa di una scarsa 
complementarità con il  sito recettoriale. Al contrario, l’ntroduzione 
del gruppo fluorescente su una catena a quattro o sei atomi di 
carbonio, derivati 60 c-f ,  comporta un’affinità nell’ordine del 
nanomolare con valori  di Ki che variano da 12 nM a 42 nM. Questo 
può essere razionalizzato ipotizzando che le catene alchiliche di 
questi derivati possiedano una lunghezza ed una flessibilità ottimale 
per permettere la miglior disposizione possibile del gruppo NBD 
nelle tasche lipofile L3 o L4 del sito recettoriale. Inoltre possiamo 
osservare che analogamente a quanto avviene per i  composti leads 
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non fluorescenti, [ 48 ]  la presenza di un sostituente elettronattrattore 
quale l’atomo di fluoro nella posizione 4 del fenile in 2 determina 
un leggero aumento di affinità (composti 60d ,  Ki=23 nM e 60f  
Ki=12 nM). Ciò sembra confermare l’ipotesi dell’instaurarsi  di 
interazioni di tipo π  tra l’anello fenilico in posizione 2 e un anello 
aromatico elettron ricco presente nella tasca L1. Questi dati 
supportano quindi il  razionale che aveva portato alla progettazione 
di questi  composti,  dal momento che l’inserimento del gruppo NBD 
alla fine di una catena spaziatrice legata all’azoto amidico non 
compromette l’alta affinità di questi composti per il  PBR. Dal punto 
di vista strutturale, i  derivati  60 a-f  sono tutti  gliossilamidi N-
monosostituite, per questo non sono in grado di occupare entrambe 
le tasche lipofile L3 e L4; questa parziale occupazione del sito 
recettoriale può render conto della minor affinità del composto 60f 
rispetto al derivato 59p  di riferimento (60f  Ki=12 nM e composto 
59p ,  Ki=0.37 nM ). 
L’affinità dei derivati 60 a-f  è stata saggiata anche tramite 
binding su membrane mitocondriali  della linea cellulare gliale C6, 
mostrando valori di Ki simili a quelle ottenute dal rene di ratto. 
Infine, è stata studiata anche la selettività PBR/BzR dei 
composti sintetizzati ,  attraverso studi di binding su membrane 
ottenute da cervello di ratto ed utilizzando [3H]flumazenil come 
radioligando. Tutti  i  composti mostrano un’alta selettività per il  
PBR in quanto inibiscono il  binding del [3H]flumazenil in 
percentuale minore del 10% alla concentrazione di 10 µM. 
Questi dati sono stati  incoraggianti per l’utilizzo di questi 
composti in studi di localizzazione del PBR. 
In collaborazione con il  Dipartimento di Morfologia Umana e 
Biologia Applicata dell’Università di Pisa, ed in particolare con il  
gruppo di ricerca del Prof. Gremigni,  sono state pertanto effettuate 
analisi sulle cellule C6 gliali  di ratto mediante saggi di microscopia  
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Tabella 27 .  Valori di affinità dei composti  60 a-f  relativi allo 
spiazzamento del [3H]PK11195 dal PBR in membrane di rene di 























N n X 
Ki (nM)[ a ] su 
membr. rene ratto 
60a 2 H 835±80 
60b 2 F 994±95 
60c 4 H 42±4 
60d 4 F 23±2 
60e 6 H 17±1.5 
60f 6 F 12±1 
59p   0.37±0.13 
PK 11195  9.3±0.5 
Ro 5-4864  23±3.1 
Alpidem  0.5-7 
[a]  I  valor i  d i  Ki  sono espressi  come media ±  SEM di  tre 
determinazioni .  
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in fluorescenza. Per l’esecuzione di questi saggi è stato selezionato 
il  composto 60f (n=2, X=F), essendo il  prodotto più attivo della 
serie. 
Le cellule gliali  C6, in coltura su vetrini,  sono state incubate 
per 45 minuti a 37˚C, con il  composto 60f ,  in un range di 
concentrazioni da 100μM a 10μM. L’analisi della fluorescenza è 
stata effettuata alla concentrazione ottimale di 10 μM, notevolmente 
superiore alla IC50 dei composti in modo da avere una marcatura 
consistente e riproducibile, ottenendo le seguenti immagini 
microscopiche (Figure 24A  e 24B).  
Le figure mostrano la distribuzione della marcatura 
fluorescente ottenuta dopo 45 minuti di incubazione con il  composto 
60f .  Dalle fotografie si evidenzia una marcatura prettamente 
citoplasmatica, confermando quindi la localizzazione del recettore a 
questo livello. 
Per determinare la specificità del legame del composto 
fluorescente 60f al PBR, l’esperimento è stato ripetuto in presenza 
di 10μM e 50μM di PK11195 e 10μM del derivato 2-
fenilindolgliossililamidico 59p .  Come possiamo vedere dalle Figure 
24C-E  la presenza di alte concentrazioni di questi due antagonisti  
selettivi per il  PBR annulla completamente la fluorescenza, 





Figura 24 .  (A)Foto di cellule C6 incubate per 45 minuti con il  
composto 60f ,  ottenuta dopo lavaggio con mezzo di coltura 
(ingrandimento 10X). La parte centrale delle cellule, più scura, ne 
costituisce il  nucleo, la porzione esterna è il  compartimento 
citoplasmatico, fluorescente .  (B)Foto di cellule C6 incubate per 45 
minuti con il  composto 60f  ottenuta dopo lavaggio in PBS e 20 
minuti di incubazione con paraformaldeide al 4% (ingrandimento 
40X) (C)Foto di cellule C6 incubate con 10µM del composto 60f  in 
presenza di 10µM di PK 11195. (D)Foto di cellule C6 incubate con 
10µM del composto 7  in presenza di 10µM del composto 
59p .(E)Foto di cellule C6 incubate con 10µM del composto  60f  in 
presenza di 50µM di PK 11195.  
PBR 
 150
Il composto 60f ,  più attivo della serie, è stato caratterizzato anche 
per quanto riguarda le sue proprietà spettroscopiche. In particolare, 
lo spettro di assorbimento ultravioletto e lo spettro di emissione 
sono stati  misurati in modo da valutare l’influenza delle proprietà 
chimico-fisiche dell’ambiente sulle proprietà spettroscopiche del 
ligando. Una soluzione del prodotto 60f  in dimetilsolfossido 
(DMSO) viene utilizzata per preparare diverse soluzioni saggio, 
variabili  dall’acquoso (100% tampone fosfato PBS) al 60% v/v 
diossano-PBS, in modo che la concentrazione finale di 60f  sia 
sempre 10 μM e che la percentuale di DMSO non ecceda l’1% del 
volume finale della soluzione. 
La Figura 25  mostra lo spettro di assorbimento del composto 
60f .  In soluzione acquosa, lo spettro è caratterizzato da due massimi 
di assorbimento a 334 nm e 480 nm, con simili  coefficienti di 
estinzione, rispettivamente di ε  = 6640 M- 1cm- 1 e ε  = 7280 M- 1cm- 1. 
Passando ad una soluzione contenente il  20% di diossano, le 
lunghezze d’onda relative ai due massimi di assorbimento non 
subiscono variazioni, mentre si  osserva un incremento di entrambi 
coefficienti di estinzione, anche se questo effetto è più marcato per 
quello a lunghezza d’onda maggiore. Un ulteriore aumento della 
idrofobicità del mezzo (40% e 60% diossano-PBS) determina un 
piccolo shift  ipsocromico di entrambi i  massimi di assorbimento, 
rispettivamente da 334 nm e 480 nm in soluzione acquosa a 330 nm 
e 470 nm in presenza del 60% di diossano. Questo shift ispocromico 
è accompagnato da una diminuzione di entrambi i  coefficienti di 
estinzione, anche se questi rimangono comunque più alti  rispetto a 


















Figura 25 .  Spettro di asorbomento UV del derivato 60f .  
 
La Figura 26  mostra lo spettro di emissione del composto 
60f .  La diminuzione della polarità dell’ambiente (da acquoso a 60% 
diossano in PBS) determina un incremento della resa quantica di 
circa 9 volte; parallelamente si verifica uno shift verso il  blu del 
massimo di emissione, da 534 nm a 540 nm.  
 
 
Figura 26 .  Spettro di emissione del composto 60f.  
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Alla luce di tutti  questi risultati  possiamo concludere di aver 
raggiunto lo scopo di questo programma, cioè di aver ottenuto un 
nuovo probe fluorescente, il  composto 60f ,  utile per studiare la 
localizzazione, i  l ivelli  di espressione, la struttura ed il  ruolo 











• I punti di fusione sono stati determinati con apparecchio Köfler. 
• Gli spettri infrarossi sono stati registrati con uno spettrometro 
Nicolet/Avatar, in olio di vaselina. 
• Gli spettri NMR sono stati registrati con uno spettrometro Varian-Gemini 
(200MHz). 
• Gli spettri di massa sono stati registrati con uno spettrometro Finnigan 
Polaris/GCQ Plus (Impatto Elettronico). 
• Le cromatografie su colonna sono state effettuate utilizzando Silica Gel 60 
Merck (230-240 mesh ASTM). 
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Fenilazide 37 [ 25 ]  
 
Ad una soluzione contenente 11.1 ml di HCl concentrato in 60 ml di 
H2O, mantenuta in agitazione e raffreddata in bagno di ghiaccio e 
sale, si  aggiungono, goccia a goccia, 6.1 ml (0.062 moli) di 
fenilidrazina; si osserva la formazione di un solido bianco costituito 
dal cloridrato di fenilidrazina. La miscela di reazione, mantenuta in 
agitazione e in condizioni controllate di temperatura (0-5˚C), viene 
addizionata di 20 ml di Et2O e quindi, goccia a goccia, di una 
soluzione di 5.00 g di NaNO2 in 6.0 ml di H2O. Terminata 
l’aggiunta, si mantiene in agitazione a 0˚C per 1 h, poi a t .a.  per 30 
minuti.  La fase eterea, separata ed essiccata su MgSO4, viene 
evaporata a p.r.,  facendo particolare attenzione in quanto l’azide 
può esplodere. Si ottengono 4.71 g di un olio rosso, costituito dalla 
fenilazide 37  (resa: 63%) la cui struttura viene confermata per 
confronto dei dati analitici e spettroscopici con quelli  riportati  in 
letteratura. [25 ]  
 
1,4-Difenil-5-oxo-1,2,3-triazolo 38 [ 2 4 ]  
 
A 7.0 ml di EtOH assoluto, si aggiungono a piccole porzioni, sotto 
agitazione ed in corrente d’azoto, 0.300 g (0.0085 moli) di Na fino 
a completa scomparsa del solido. Alla miscela, mantenuta in 
agitazione e raffreddata in bagno di ghiaccio e sale, si addizionano, 
goccia a goccia, 2.14 ml (0.0130 moli) di fenilacetato di etile 34a  in 
circa 3.5 ml dello stesso solvente e, successivamente, in una sola 
aggiunta, 1.50 ml (0.0126 moli) di fenilazide 37 .  La miscela di 
reazione viene mantenuta a T<0˚C per 30 minuti,  a t .a.  per i  
successivi 30 minuti ed infine a 100˚C per 1.5 h, controllandone 
l’andamento con TLC (miscela eluente: 
toluene/CH3CN/AcOHglac.=8.5:1.5:0.5).  Al termine, la soluzione 
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viene evaporata a p.r.  ed il  residuo ottenuto (1.150 g), costituito dal 
sale sodico di 38  viene disciolto nella minima quantità di H2O: la 
soluzione, raffreddata a 0˚C e mantenuta in agitazione, viene 
acidificata con HCl diluito fino a pH=5. Precipita un solido bianco 
che viene raccolto per filtrazione a p.r. ,  ed essiccato sotto vuoto e 
purificato per cristallizzazione da EtOH (resa: 63%, p.f.=150-
152˚C; lett .  rif.  n˚24: p.f.=150-151˚C). La struttura di 38  viene 
inoltre confermata con dati analitici e spettroscopici: 
IR (nujol,  cm- 1): 1620, 1560,1310, 1160, 940, 760. 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 7.14-7.98 (m, 10H, Ar-H). 
Analisi elementare per C1 4H11N3O (PM= 237) 
Calcolato %C=70.87 %H=4.67 %N=17.71 
Trovato %C=70.91 %H=4.68 %N=17.93 
 
1,4-Difenil-5-oxo-1,2,3-triazolo 38  
 
Procedura modificata 
A 7.0 ml di EtOH assoluto, si aggiungono a piccole porzioni, sotto 
agitazione ed in corrente di azoto, 0.300 g (0.0085 moli) di Na fino 
a completa scomparsa del solido. Alla miscela, mantenuta in 
agitazione e raffreddata in bagno di ghiaccio e sale, si addizionano, 
goccia a goccia, 2.14 ml (0.0130 moli),  di fenilacetato di etile 34a  
in circa 3.5 ml dello stesso solvente e, successivamente, in una sola 
aggiunta, 1.50 ml (0.0126 moli) di fenilazide 37 .  La miscela di 
reazione è mantenuta a T<0˚C per una notte e poi a t .a. per 1 h 
controllandone l’andamento con TLC (miscela eluente: 
toluene/CH3CN/AcOHglac.=8.5:1.5:0.5).  Al termine, la soluzione 
viene evaporata a p.r.;  i l  residuo ottenuto viene disciolto nella 
minima quantità di H2O e la soluzione estratta con CHCl3 per 
eliminare le impurezze dovute ad eventuale prodotto di partenza non 
reagito. Dalla fase acquosa, raffreddata in ghiaccio ed acidificata 
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con HCl diluito fino a pH=5, precepita un solido bianco 38 ,  che 
viene raccolto per fi ltrazione a p.r.,  essiccato sotto vuoto e 
purificato per cristallizzazione da EtOH (resa: 49%; p.f.=151-
152˚C; lett .  rif.  n˚=24: p.f.=150-151˚C). 
 
o-Nitrofenilazide 33 [27 ]  
 
Ad una sospensione contenete 4.00 g (0.0289 moli) di o-nitroanilina 
in 20 ml di HCl al 18%, mantenuta in agitazione e raffreddata in 
bagno di ghiaccio e sale, si aggiunge, goccia a goccia, una 
soluzione di 2.40 g (0.0348 moli) di NaNO2 in 10 ml di H2O. La 
miscela di reazione viene quindi mantenuta, sotto agitazione, a 
T<0˚C per 1 h; quindi si fa gocciolare una soluzione di 2.26 g 
(0.0348 moli) di NaN3 in 10 ml di H2O, controllando che la 
temperatura non superi i  5˚C; si  lascia in agitazione per circa 30 
minuti.  Il  solido giallo spumoso formatosi viene raccolto per 
filtrazione a p.r. ,  lavato con H2O fino a neutralità e seccato sotto 
vuoto: si ottengono 4.92 g di prodotto 33  grezzo che viene 
purificato per cristallizzazione da EtOH ad una temperatura pari  a 
50-55˚C (resa: 87%, p.f.= 51˚C; lett.  rif.  n˚27: p.f.= 50˚C). La 
struttura di 33  viene infine confermata per confronto dei dati 
analitici e spettroscopici con quelli  riportati  in letteratura.[27 ]  
 
Arilacetati di etile 34 b,c,e 
 
Procedura generale 
Ad una sospensione contenente 0.018 moli dell’opportuno acido 
carbossilico in 60 ml di toluene anidro, mantenuta in agitazione e 
raffreddata a 0˚C, si addizionano, goccia a goccia, 9.3 ml di SOCl2 
diluiti  in circa 20 ml dello stesso solvente. Terminata l’aggiunta, la 
miscela di reazione viene scaldata a 100˚C per 3 h, quindi si 
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eliminano il  solvente e l’eccesso di reattivo per evaporazione a p.r. , 
lavando tre volte con porzioni (10 ml) di toluene anidro. Si ottiene 
un residuo oleoso, costituito dal corrispondente cloruro acido 41  
b,c,e  che viene ripreso con 20 ml di toluene anidro ed addizionato 
di 15 ml di EtOH assoluto. La miscela di reazione viene mantenuta 
in agitazione a t .a. per 24-36 ore, controllandone l’andamento 
mediante TLC (miscela eluente: CHCl3/MeOH=9:1). Al termine, la 
soluzione viene evaporata a p.r.  ed il  residuo ottenuto ripreso con 
CHCl3; la fase cloroformica è lavata con una soluzione al 5% di 
NaHCO3, poi con H2O fino a neutralità ed evaporata a p.r. .  si  
ottiene un residuo oleoso, costituito dagli esteri etilici 34 b ,c ,e  la 
struttura dei quali viene confermata per confronto dei dati analitici 
e spettroscopici con quelli  riportati  in letteratura: 
4-Fluorofenilacetato di etile 34b [ 5 9 ]:  resa=95% 
4-Clorofenilacetato di etile 34c [ 6 0 ]:  resa=75% 
4-Metossifenilacetato di etile 34e [61 ] :  resa=87% 
 
Derivati 4-aril-1-(2-nitrofenil)-5-oxo-1,2,3-triazolici 35 a-e 
 
Procedura generale 
A 4.5 ml di EtOH assoluto si aggiungono, sotto agitazione e in 
corrente d’azoto, 0.196 g (0.0085 moli) di Na, fino a completa 
scomparsa del solido. Alla sospensione di EtONa in EtOH assoluto 
così ottenuta, raffreddata in bagno di ghiaccio e sale e mantenuta in 
agitazione, si addizionano, goccia a goccia ed in corrente d’azoto, 
0.0085 moli dell’opportuno arilacetato di etile 34 a-e  e 
successivamente, in una sola porzione, 1.345 g (0.0082 moli) di o-
nitrofenilazide 33 .  Terminate le aggiunte, si mantiene la miscela di 
reazione per una notte a T<0˚C, poi a t .a.  per 1-6 h, controllandone 
l’andamento con TLC (miscela eluente: 
toluene/CH3CN/AcOHglac.=8.5:1.5:0.5). Una volta terminata la 
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reazione, si  evapora il  solvente a p.r.  (T max: 30-40˚C); il  residuo 
ottenuto viene disciolto nella minima quantità di H2O e la soluzione 
estratta con CHCl3 per eliminare le impurezze dovute ad eventuale 
prodotto di partenza non reagito. Dalla fase acquosa, raffreddata in 
ghiaccio, e acidificata con HCl diluito fino a pH=5, precipita un 
solido giallo che viene raccolto per filtrazione a p.r.  ed essiccato 
sotto vuoto. La purificazione per cristallizzazione dei prodotti  35 a-
e  grezzi così ottenuti non risulta possibile data l’elevata instabilità 
di questi derivati al riscaldamento. Vengono quindi usati come tali  
nelle reazioni successive, eventualmente dopo lavaggio a freddo con 
benzina 60-80˚C. Le rese di reazione, le costanti chimico-fisiche e 
le caratteristiche spettroscopiche dei prodotti  35 a-e  sono riportate 
nella Tabella 15 .  
 
Derivati 1-(2-aminofenil)-4-aril-5-oxo-1,2,3-triazolici 36 a-e 
 
Procedura generale 
Una sospensione contenete 0.400 g dell’opportuno nitro-derivato 35  
a-e  in circa 150 ml di EtOH assoluto viene sottoposta ad 
idrogenazione catalitica (Pd/C). Terminato l’assorbimento di 
idrogeno, si  fil tra la miscela ed il  fi l trato viene evaporato a p.r.  (T 
max: 30-40°C). Si ottengono così i  prodotti  grezzi desiderati 36 a-e ,  
successivamente purificati per cromatografia flash, utilizzando 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac. nelle opportune proporzioni come 
miscela eluente: 36 a,c= 8.5:1.5:0.5; 36e= 8:2:0.2; 36b= 
7.5:2.5:0.1; 36d= 7:3:0.15. Una ulteriore purificazione mediante 
cristallizzazione dei derivati  36 a-e  risulta impossibile vista la loro 
instabilità al riscaldamento; vengono quindi usati come tali  nelle 
reazioni successive. 
Le rese di reazione, le costanti chimico fisiche e le caratteristiche 








Ad una soluzione contenente 0.00085 moli dell’opportuno amino-
derivato 36 a-e  in circa 7.0 ml di metanolo assoluto si  addizionano 
0.00085 moli di BrCN e si lascia reagire la miscela a t .a.  per 12-36 
h controllando la reazione con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=8.5:1.5:0.15). Al termine si filtra la 
sospensione a p.r.  ottenendo i derivati  triazolobenzotriazinici grezzi 
32 a-e ,  successivamente purificati  per cristallizzazione da etanolo. 
Le rese di reazione, le costanti chimico-fisiche e le caratteristiche 





Una sospensione contenete 0.600 g (0.0012 moli) di 35a  in circa 
250 ml di EtOH assoluto è sottoposta ad idrogenazione catalitica. 
Cessato l’assorbimento di idrogeno, si  evapora il  solvente a p.r.;  i l  
grezzo di reazione, nel tentativo di una purificazione, viene 
sottoposto a cromatografia flash (colonna: d=3 cm, h=20 cm), 
util izzando come miscela eluente CH2Cl2/CH3COCH3=9:1. Il 
prodotto isolato mostra, all’analisi mediante TLC, un Rf diverso dal 
grezzo passato in colonna; purificato per cristallizzazione da EtOH, 
fornisce un solido di colore giallo chiaro (resa: 12%; p.f.=136-
138°C), costituito dall’acetonide 42  la struttura del quale viene 
confermata con dati analitici e spettroscopici: 
IR (nujol,  cm- 1): 3250, 1640, 1600,1300, 1210, 750. 
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1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.53 (s, 6H, CH3); 6.73-7.48 (m, 6H, Ar-
H), 8.21 (dd, 2H, H-2',  H-5');  8.53 (dd, 1H, H-10). 
Analisi elementare per C1 7H16N4O (PM= 292) 
Calcolato %C=69.85 %H=5.52 %N=19.16 
Trovato %C=69.74 %H=5.46 %N=19.36 
 
Derivati 5-arilalchilureido-[1,2,3]triazolo[1,2-a] 
[1,2,4]benzotriazinici 43 a-d [ 29 ]  
 
Procedura generale 
Ad una soluzione contenente 0.137 g (0.0005 moli) di 5-amino-2-
fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1-(6H)-one 32a  in 23 
ml di THF anidro, mantenuta in agitazione, si  addiziona, goccia a 
goccia ed in corrente di azoto, una soluzione di 0.0008 moli 
dell’opportuno arilalchilisocianato (fenilisocianato, 4-
metossifenilisocianato, 3-clorofenilisocianato e benzilisocianato 
commerciali) in 1 ml dello stesso solvente. La miscela di reazione 
viene quindi scaldata a 50°C per 24-48 h, controllandone 
l’andamento con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Al termine, i  prodotti  43  a,b  
grezzi precipitano per raffreddamento e vengono raccolti  per 
filtrazione a p.r.;  i l  composto 43c  si  separa per concentrazione a p.r.  
del solvente. Nel caso del derivato 43d ,  i l  prodotto è solubile 
nell’ambiente di reazione e viene quindi recuperato per 
eliminazione del solvente e dell’eccesso di reattivo per 
evaporazione a p.r.  I  prodotti  grezzi 43 a-d  vengono purificati per 
cristallizzazione da EtOH. Le rese di reazione, le costanti  chimico-
fisiche e le caratteristiche spettroscopiche dei prodotti  43  a-d  sono 






[1,2,4]benzotriazinici 44 b-c [29 ]  
 
Procedura generale 
Ad una sospensione contenente 0.120 g (0.00043 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 32a  in 
0.16 ml di piridina anidra e 2.4 ml di CH2Cl2 anidro, raffreddata a 
0°C e mantenuta sotto agitazione, si  addizionano, goccia a goccia ed 
in corrente d’azoto, 0.0078 moli dell’opportuno acilcloruro (3-
clorobenzoilcloruro e 4-metossibenzoilcloruro commerciali) in 0.8 
ml di diclorometano anidro. Si lascia reagire la miscela a t .a.  per 
24-48 h, controllandola con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Il  solido giallo formatosi,  
costituito dai prodotti  44 b-c  grezzi,  viene raccolto per filtrazione a 
p.r.  e purificato per cristallizzazione da etanolo. Le rese di 
reazione, le costanti  chimico-fisiche e le caratteristiche 
spettroscopiche sono riportati  in Tabella 18 .  
 
6-Benzoil-5-N-benzoilimino-2-fenil-[1,2,3]triazolo[1,2-
a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 48 [ 2 9 ]  
 
Ad una sospensione contenente 0.120 g (0.00043 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 32a in 
0.16 ml di piridina anidra e 2.4 ml di diclorometano anidro, 
raffreddata a 0˚C e mantenuta sotto agitazione, si  addizionano, 
goccia a goccia ed in corrente di azoto 0.11 ml (0.00078 moli) di 
benzoilcloruro commerciale in 0.8 ml di CH2Cl2 anidro. La miscela 
è lasciata in agitazione a t .a.  per 24 h, controllandone l’andamento 
mediante TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Terminata la reazione, i l  
solvente viene evaporato a p.r.  ed il  grezzo ottenuto viene lavato 
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con Et2O a freddo e successivamente purificato per cristallizzazione 
da EtOH (resa: 44%; p.f.= 223-225˚C). La struttura del composto 48 
è confermata da dati analitici e spettroscopici riportati  nella Tabella 
18 .  
  
5-Benzilamino-2-fenil-[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-
1(6H)-one 47 [29 ]  
 
Ad una sospensione contenente 0.110 g (0.00039 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 32a in 1 
ml di DMF anidra vengono aggiunti,  a 0˚C, sotto agitazione ed in 
corrente di azoto, 0.021 g (0.00086 moli) di NaH a piccole porzioni. 
Dopo 30 minuti,  la miscela viene addizionata, sempre a 0˚C, goccia 
a goccia ed in corrente d’azoto, di una soluzione contenente 0.18 ml 
(0.00156 moli) di bromuro di benzile commerciale in 2 ml di DMF 
anidra. Si lascia la miscela di reazione al riparo dalla luce a t .a. per 
24 h controllandone l’andamento mediante TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Al termine il  solido giallo 
formatosi, costituito dal prodotto 47  grezzo, viene filtrato a p.r. ,  
essiccato sotto vuoto e purificato per cristallizzazione da etanolo. 
La resa di reazione, le costanti chimico-fisiche e le caratteristiche 
spettroscopiche del derivato 47  sono riportate nella Tabella 18 .  
 
5-N-benzoilamino-2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a] 
[1,2,4]benzotriazin-1-(6H)-one 44 a [31 ]  
 
Ad una sospensione contenente 0.140 g (0.00051 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 32a,  
0.340 g (0.00152 moli) di anidride benzoica commerciale e 0.007 g 
(0.00006 moli) di DMAP in 2.0 ml di DMF anidra, raffreddata a 0˚C 
e mantenuta sotto agitazione, si addizionano, goccia a goccia ed in 
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corrente d’azoto, 1.1 ml (0.0076 moli) di NEt3 in 1.0 ml di DMF 
anidra. La miscela è lasciata in agitazione a 70˚C per 72 ore, 
controllandone l’andamento mediante TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Terminata la reazione, i l  
prodotto 44a  grezzo viene raccolto per fi ltrazione e purificato per 
lavaggio a freddo con una soluzione de NaHCO3 al 5% e successiva 
cristallizzazione da etanolo. La resa di reazione, le costanti 
chimico-fisiche e le caratteristiche spettroscopiche sono riportate 
nella Tabella 18 .  
 
Derivati 5-N-benzoilamino-2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a] 
[1,2,4]benzotriazinici 49 a-b  
 
Procedura generale 
Ad una sospensione contenente 0.120 g (0.00043 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 32d  in 
0.16 ml di piridina anidra e 2.4 ml di CH2Cl2 anidro, raffreddata a 
0°C e mantenuta sotto agitazione, si  addizionano, goccia a goccia ed 
in corrente d’azoto, 0.0078 moli dell’opportuno benzoilcloruro (3-
clorobenzoilcloruro e 4-metossibenzoilcloruro commerciali) in 0.8 
ml di diclorometano anidro. Si lascia reagire la miscela a t .a.  per 
24-48 h, controllandola con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Il  solido giallo formatosi,  
costituito dai prodotti  49 a-b  grezzi,  viene raccolto per filtrazione a 
p.r.  e purificato per cristallizzazione da etanolo. Le rese di 
reazione, le costanti  chimico-fisiche e le caratteristiche 







5-Cloro-2-nitrofenilazide 51 [ 3 2 ]  
 
Ad una sospensione contenente 2.59 g (0.015 moli) di 5-cloro-2-
nitroanilina commerciale in 67 ml di HCl al 18%, mantenuta in 
agitazione e raffreddata in bagno di ghiaccio e sale (T<0˚C), si 
aggiunge, goccia a goccia, una soluzione di 1.55 g (0.022 moli) di 
NaNO2 in 10 ml di H2O. La miscela di reazione viene così 
mantenuta sotto agitazione ad una T<0˚C per 30 minuti;  quindi si fa 
gocciolare una soluzione di 1.46 g (0.022 moli) di NaN3 e 25 g di 
AcONa·H2O, in 60 ml di H2O, controllando che la T non superi i  
5˚C; si  continua l’agitazione per altri  30 minuti alla stessa 
temperatura. Il  solido giallo spumoso formatosi,  costituito 
dall’azide 51  grezza, viene raccolto per fi ltrazione, seccato sotto 
vuoto e quindi purificato per cristallizzazione da EtOH ad una T 
pari a 50-55˚C [resa: 89%; p.f.=53-55˚C (dec.); lett .  rif.  n˚  32: 
p.f.=56-57˚C (dec.)].  La struttura del composto 51  viene confermata 
per confronto dei dati analitici e spettroscopici con quelli  riportati 
in letteratura.[ 3 2 ]  
 
 





A 4.5 ml di EtOH assoluto si aggiungono, sotto agitazione ed in 
corrente di azoto, 0.196 g (0.0085 moli) di Na, fino a completa 
scomparsa del solido. Alla soluzione di EtONa in EtOH assoluto 
così ottenuta, raffreddata in bagno di ghiaccio e sale (T<0˚C) e 
mantenuta in agitazione, si addizionano, goccia a goccia ed in 
corrente di azoto, 0.0085 moli dell’opportuno arilacetato di etile e 
successivamente 1.63 g (0.0082 moli) di 5-cloro-2-nitrofenilazide 
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51 .  Terminate le aggiunte, si  mantiene la miscela di reazione per 
una notte a T<0˚C, poi a t .a.  per 4-5 h, controllandone l’andamento 
mediante TLC (miscela eluente: toluene/CH3CN/AcOH 
glac.=6:4:gt).  Una volta terminata la reazione, si  evapora il  solvente 
a p.r.  (Tmax=30-40˚C). Il  residuo, dopo essere stato essiccato su 
P2O5, viene disciolto nella minima quantità di H2O e ghiaccio e la 
soluzione viene estratta con CH2Cl2 per eliminare le impurezze 
dovute ad eventuale prodotto di partenza non reagito. Dalla fase 
acquosa, raffreddata in ghiaccio e acidificata con HCl dil.  fino a 
pH=5 si ha la precipitazione di un solido giallo che viene raccolto 
per filtrazione ed essiccato sotto vuoto. La purificazione per 
cristallizzazione dei prodotti 52 a-c  non risulta possibile a causa 
della loro elevata instabilità al riscaldamento. Vengono quindi usati 
come tali  nelle reazioni successive, eventualmente dopo lavaggio a 
freddo con benzina 60-80°C (52 a-b) o con etere etilico (52c).  
La struttura dei composti 52 a-c  viene confermata mediante dati 
analitici e spettroscopici (Tabella 15).  
 
Metodi di riduzione del 1-(5-cloro-2-nitrofenil)-4-fenil-5-oxo-
1,2,3-triazolo 53a 
 
a)In EtOH assoluto e Pd/C come catalizzatore. 
Si sottopone ad idrogenazione catalitica (catalizzatore: Pd/C) una 
sospensione contenete 0.200 g (0.00057 moli) del nitroderivato 52a  
in 40 ml di EtOH assoluto. Completato l’assorbimento di idrogeno, 
si  evapora il  solvente a p.r.  (T max= 30-40˚C) ottenendo un residuo 
solido che all’analisi con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2) risulta essere costituito da 
una miscela di prodotti  non identificabili ,  da cui non è recuperabile 
il  derivato desiderato 53a .  
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b)In EtOH o in CH3COOH e Nickel Raney (sospensione acquosa) 
come catalizzatore. 
Una sospensione contenente 0.200 g (0.00057 moli) del 
nitroderivato 52a  in 40 ml di EtOH o CH3COOH viene sottoposta ad 
idrogenazione, a pressione e temperatura ambiente, in presenza di 
Nickel Raney (sospensione acquosa) come catalizzatore. Terminato 
l’assorbimento di idrogeno, il  solvente viene evaporato a p.r.  (T 
max= 30-40˚C) ed il  solido ottenuto, controllato con TLC, (miscela 
eluente: CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2) risulta costituito da 
una miscela di prodotti  non identificabili ,  da cui non è recuperabile 
il  prodotto desiderato. 
c)In EtOH, NH2NH2·H2O e Nickel Raney (sospensione acquosa) 
come catalizzatore. [ 3 3 ]  
Ad una sospensione di 0.300 g (0.00089 moli) del nitroderivato 52a  
in 5 ml di EtOH assoluto e 0.0864 g di Nickel Raney, raffreddata a 
T<0˚C, viene aggiunta, goccia a goccia, una soluzione di 0.22 ml 
(0.00045 moli) di NH2NH2·H2O in 2 ml di EtOH. La miscela è 
mantenuta a T<0˚C per 1 h e poi a t .a.  per 24h. Dopo aver filtrato il  
catalizzatore, si  evapora il  solvente a p.r.  e si  ottiene un residuo 
solido rosso che viene sciolto in AcOEt e lavato con H2O satura di 
NaCl. La fase organica viene seccata su MgSO4 e successivamente 
portata a secco; il  solido ottenuto è controllato con TLC (miscela 
eluente: CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2) e risulta essere 
costituito dal prodotto di partenza 52a  non reagito. 
 





Si attiva il  catalizzatore (Pd/C), sospeso in 150 ml di ETOH 
assoluto, su idrogeno per una notte,  mantenendo la sospensione in 
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agitazione (vengono assorbiti  50-70 ml di idrogeno). Il  mattino 
successivo si procede all’idrogenazione catalitica: si aggiungono 
0.450 g dei nitroderivati 52 a-c e si mantiene la miscela di reazione 
in agitazione a t .a.  per 2 h (vengono assorbiti  100-110 ml di 
idrogeno). Al termine si  fi l tra la miscela e il  filtrato viene 
concentrato a p.r.  (Tmax=30-40°C) fino ad un volume di 30-40 ml. 








Ad una soluzione contenente 0.00085 moli dell’opportuno amino-
derivato 53 a-c  in circa 7 ml di EtOH assoluto si  addizionano 
0.00085 moli di BrCN e si lascia reagire la miscela a t .a.  per 12-36 
h controllando la reazione con TLC (miscela eluente: 
toluene/CH3CN/AcOHglac.=6:4:gtt). Al termine si filtra la 
sospensione a p.r ottenendo i derivati  triazolobenzotriazinici grezzi 
50 a-c ,  successivamente purificati per cristallizzazione da EtOH.  
Le rese della reazione, le costanti fisiche e le caratteristiche 
spettroscopiche dei derivati 50 a-c sono riportati  in Tabella 17 .  
 
Derivati 5-N-benzoilamino-9-cloro-[1,2,3]triazolo[1,2-
a][1,2,4]benzotriazinici 54 a-c 
Procedura generale 
Ad una sospensione contenente 0.120 g (0.00043 moli) di 5-amino-
2-fenil[1,2,3]triazolo[1,2-a][1,2,4]benzotriazin-1(6H)-one 50a,c  in 
0.16 ml di piridina anidra e 2.4 ml di CH2Cl2 anidro, raffreddata a 
0°C e mantenuta sotto agitazione, si  addizionano, goccia a goccia ed 
in corrente d’azoto, 0.0078 moli dell’opportuno benzoilcloruro (3-
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clorobenzoilcloruro e 4-metossibenzoilcloruro commerciali) in 0.8 
ml di diclorometano anidro. Si lascia reagire la miscela a t .a.  per 
24-48 h, controllandola con TLC (miscela eluente: 
CH2Cl2/CH3CN/AcOHglac.=7:2.8:0.2). Il  solido giallo formatosi,  
costituito dai prodotti  54 a-c  grezzi,  viene raccolto per filtrazione a 
p.r.  e purificato per cristallizzazione da etanolo. Le rese di 
reazione, le costanti  chimico-fisiche e le caratteristiche 
spettroscopiche sono riportati  in Tabella 18 .  
 
2-Fenilindol-3-gliossililcloruro 61c 
2-(4'-fluorofenil)indol-3-gliossililcloruro 61d[4 8 ]  
 
Ad una sospensione contenente 0.0098 moli dell’opportuno 2-
fenilindolo commerciale in 40 ml di Et2O anidro, tenuta in 
agitazione e raffreddata in un bagno di ghiaccio, sono addizionati ,  
goccia a goccia, 1.29 ml (0.0135 moli) di cloruro di ossalile. 
Terminata l’aggiunta, la sospensione è mantenuta in agitazione a 
0˚C per circa 1 h. Si forma un solido costituito dai prodotti  61c e  
61d ,  che vengono raccolti  per filtrazione a pressione ridotta ed 
essiccati su P2O5. 
2-fenilindol-3-gliossililcloruro  61c:  -  resa: 95%; p.f.=130-132˚C 
(Lett . rif.  n˚  48: p.f.=132-134˚C). 
2-(4'-fluorofenil)indol-3-gliossililcloruro 61d:  resa: 93%; p.f.=190-






Ad una soluzione contenente 0.00165 moli di 1,4-diaminobutano e 
0.00182 di NEt3 in circa 15 ml di Et2O anidro, si addiziona molto 
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lentamente, a 0°C ed in corrente di azoto, una sospensione di 0.0015 
dell’opportuno 2-fenilindol-3-gliossililcloruro 61 c-d  in circa 20 ml 
di Et2O anidro. L’andamento della reazione viene controllato 
mediante TLC (CHCl3/MeOH=9:1): dopo 48h la reazione è andata a 
completezza. Il  grezzo di reazione viene filtrato, e il  solido lavato 
con una soluzione di NaHCO3 al 5%. Si ottiene un campione 
analitico per cristallizzazione da MeOH. 
N,N'-di-(2-fenilindol-3-ilgliossil)-1,4-diaminobutano  63c: resa: 
38.5%; p.f.=164-165°C  
IR (nujol,  cm- 1): 3378, 1661, 1597, 753, 698. 
1H-NMR (DMSO-d6 ,  ppm): 1.12-1.23 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 2.69-
2.79 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2);  4.16 (bs, 2H, NHCO); 7.19-7.30 (m, 
6H, Ar-H); 7.46-7.57 (m, 10H, Ar-H); 8.08 (d, 2H, Ar-H); 8.45 (t,  
2H, Ar-H); 11.79 (bs, 2H,1-NH, 1 ′-NH). 
MS, m/e(%): 256 (100), 199 (10), 115 (4), 55 (3). 
Analisi elementare per C3 6H30N4O4 (PM=582) 
Calcolato %C=74.23 %H=5.15 %N=9.62 
Trovato %C=74.53 %H=4.97 %N=9.41 
 
N,N'-di-[2-(4'-fluoro)fenilindol-3-ilgliossil]-1,4-diaminobutano  
63d: resa: 40%; p.f.:  210-215°C  
IR (nujol,  cm- 1): 3337, 3221, 1668, 1600, 842, 756. 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.15-1.23 (m, 4H,CH2(CH2)2CH2); 2.69-
2.76 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 7.20-7.31 (m, 8H, Ar-H); 7.46 (d, 2H, 
Ar-H); 7.61 (t ,  4H, Ar-H); 8.09 (d, 2H, Ar-H). 
MS, m/e(%): 258 (100), 198 (10), 115 (4). 
Analisi elementare per C36H29F2N4O4 (PM=618) 
Calcolato %C=69.90 %H=4.53 %N=9.06 









Ad una sospensione contenente 0.0015 moli dell’opportuno 2-fenil-
indolgliossililcloruro (61 c-d) in 25 ml di toluene anidro, si 
addizionano goccia a goccia, sotto agitazione, a 0ºC ed in corrente 
di azoto, 0.25 ml (0.0018 moli) di NEt3  disciolti  in 2.45 ml dello 
stesso solvente. Si aggiunge quindi, una soluzione di 0.32 ml 
(0.00165 moli) di N-Boc-1,4-diaminobutano in 3 ml di toluene 
anidro. Si lascia la miscela di reazione in agitazione a 0°C per 1h, 
quindi a t .a.  per 48h, controllandone l’andamento mediante TLC 
(CHCl3/MeOH=9.5:0.5).  Si ottengono i composti 64c  e 64d solidi 
che vengono recuperati per filtrazione sottovuoto, e 
successivamente lavati con una soluzione di NaHCO3 al 5%. Si 
ottiene un campione analitico per cristallizzazione da toluene. 
t-Butile-4-[(2-fenilindol-3-ilgliossil)amino]-butilamino-1-
carbossilato  64c: resa: 98%; p.f.=190-192˚C 
IR (nujol,  cm- 1): 3421, 3375, 3231, 1685,1658, 1166, 750. 
1H-MNR (DMSO-d6, ppm): 1.22-1.26 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 1.38 
(s,  9H, C(CH3)3); 2.71-2.87 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 6.76 (t,  1H, 
NHCOO); 7.20-7.31 (m, 3H, Ar-H); 7.47-7.58 (m, 5H, Ar-H); 8.08 
(dd, 1H, 4H); 8.45 (t,  1H, NHCOCO); 12.36 (bs, 1H, 1NH). 
MS, m/e (%): 404 (18); 378 (2); 285 (5); 228 (18), 215 (100). 
Analisi elementare per C2 5H29N3O4 (PM=435) 
Calcolato %C=70.8 %H=7.1 %N=10.3 
Trovato %C=70.69 %H=6.94 %N=10.17 
 
t-Butile-4-[2-(4'-fluoro)fenilindol-3ilgliossil)amino]-butilamino-1-
carbossilato 64d: resa: 98%; p.f.=76-80°C  
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IR (nujol,  cm- 1): 3324, 3173, 3139, 1692, 1658, 1576, 756. 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.22-1.26 (m, 4H,CH2(CH2)2CH2); 1.38 
(s,  9H, C(CH3)3); 2.75-2.87 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 6.80 (t,  1H, 
NHCOO); 7.38-7.22 (m, 4H, Ar-H); 7.48-7.50 (m, 1H, Ar-H); 7.63-
7.57 (m, 2H, Ar-H); 8.06 (dd, 1H, 4-H); 8.48 (t ,  1H, NHCOCO); 
12.38 (bs, 1H; 1-NH). 
MS, m/e (%): 435 (12); 220 (100); 85 (83); 73 (14). 
Analisi elementare per C2 5H28FN3O4 (PM=453): 
Calcolato %C=66.22 %H=6.18 %N=9.27 
Trovato %C=66.42 %H=6.37 %N=9.35 
 
N'-(2-fenilindol-3-ilgliossil)-1,4-diaminobutano 62c  
N'-[2-(4'-fluoro)fenilindol-3-ilgliossil]-1,4-diaminobutano 62d 
 
Ad una soluzione di 0.001 moli del composto 64c  o 64d  in 5 ml di 
AcOEt si aggiunge 1 ml (0.003 moli) di HCl 3M. La reazione è 
mantenuta in agitazione a 60°C e controllata ogni mezz’ora 
mediante TLC (CHCl3/MeOH=9.5:0.5). Dopo circa 3h la reazione è 
andata a completezza. Si evapora il  solvente e il  grezzo di reazione 
viene ripreso con acqua distillata. Dopo alcalinizzazione con K2CO3 
solido, il  prodotto desiderato è estratto con CHCl3. Si secca la fase 
organica su MgSO4 e, dopo aver evaporato il  solvente, si  ottiene il  
prodotto; un campione analitico è ottenuto per lavaggio a freddo 
con Et2O. 
N'-(2-fenilindol-3-ilgliossil)-1,4-diaminobutano  62c: resa: 15%; 
p.f= 135-138°C  
IR (nujol,  cm- 1): 3330, 1651, 1593, 1532, 1272, 750. 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.27-1.28 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 2.65-
2.75 (m, 6H, CH2(CH2)2CH2NH2);  7.19- 7.3 (m, 3H, Ar-H); 7.46-
7.59(m, 5H, Ar-H); 7.46-7.59 (m, 5H, Ar-H); 8.07 (dd,1H, 4-H); 
8.50 (t,  1H, CONH). 
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MS, m/e (%): 336 (M++1, 11); 193 (10); 143 (9);  77 (12); 56 (3). 
Analisi elementare per C2 0H21N3O2 (PM=335) 
Calcolato %C=71.64 %H=6.27 %N=12.54 
Trovato %C=71.44 %H=6.18 %N=12.46 
 
N'-[2-(4'-fluoro)fenilindol-3-ilgliossil]-1,4-diaminobutano  62d: 
resa: 20%; p.f.= 129-132°C  
IR (nujol,  cm-1): 3310, 1655, 1593, 1221, 845. 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.25 (m, 4H, CH2(CH2)2CH2); 2.76-2.50 
(m, 4H, CH2(CH2)2CH2);  7.28-7.22 (m, 4H, Ar-H); 7.47 (d, 1H, Ar-
H); 7.61 (t,  2H, Ar-H); 8.06 (d, 1H,4-H); 8.49 (t,  1H,CONH). 
MS, m/e (%): 293 (7); 172 (31); 119 (100). 
Analisi elementare per C2 0H20FN3O2 (PM=353) 
Calcolato %C=67.99 %H=5.66 %N=11.90 
Trovato %C=67.75 %H=5.85 %N=11.78 
 
Derivati N-(7-nitro-2,1,3-benzossadiazol-4-il)-N'-[2-(4'-
sostituito)fenilindol-3-ilgliossil)-butilendiaminici 60 c-d 
 
Ad una soluzione contenente 0.00278 moli del derivato 62c o  62d  e 
0.46 ml (0.0033 moli) di NEt3 in 4 ml di DMF anidra viene 
aggiunta, goccia a goccia, in 5 minuti a t .a. ,  una soluzione di 
0.00278 moli di 4-cloro-7-nitrobenzofurazano in 2 ml di DMF 
anidra. La soluzione diventa rapidamente scura e viene mantenuta in 
agitazione a t .a.,  al riparo dalla luce, per 15 h. L’andamento della 
reazione è controllato mediante TLC (AcOEt/Benzina=7:3). Al 
termine, i l  solvente viene evaporato a p.r.  fornendo un prodotto 
oleoso costituito dai derivati  60c o  60d grezzi,  che vengono 
purificati  mediante cromatografia flash (colonna: d=3 cm; h=25 cm; 




butilendiamino 60c: resa: 78% 
N-(7-nitro-2,1,3-benzossadiazol-4-il)-N'-[2-(4'-fluoro)fenilindol-3-
ilgliossil)-butilendiamino 60d: resa: 82% 
Le costanti chimico fisiche ed i dati analitici e spettroscopici 
relativi ai composti 60 c-d  sono riportati nella Tabella 23 .  
 
t-Butile 2-[(7-nitro-2,1,3-benzossadiazol-4-il)amino]-etilamino-1-
carbossilato 68 ,  t-butile 4-[(7-nitro-2,1,3-benzossadiazol-4-




Una soluzione contenente 0.002 moli dell’opportuna amina protetta 
commerciale (N-Boc-etilendiamina, N-Boc-1,4-diaminobutano, N-
Boc-1,6-diaminoesano) e 0.31 ml (0.0022 moli) di NEt3 in 4.0 ml di 
DMF anidra è tenuta in agitazione a t .a.  e in corrente di azoto. Ad 
essa viene addizionata, goccia a goccia e lentamente, nell’arco di 5 
minuti,  una soluzione di 0.398 g (0.002 moli) di 4-cloro-7-
nitrobenzofurazano disciolto in 4.0 ml dello stesso solvente. 
Terminata l’aggiunta, si  lascia la miscela di reazione in agitazione a 
t .a.  e al riparo dalla luce per 15-20 h, controllando la reazione 
mediante TLC (AcOEt/Etere di petrolio 60-80˚=7:3). Al termine la 
miscela di reazione viene ripresa con acqua distillata ed estratta con 
CHCl3. La fase organica, dopo essiccamento su MgSO4, viene 
evaporata a p.r.  lasciando un residuo oleoso costituito dai derivati 
68-70  desiderati,  che risultano sufficientemente puri da essere 
utilizzati come tali  nella reazione successiva. Un campione analitico 
è ottenuto per lavaggio a freddo con etere etilico. Le rese di  
reazione, le costanti chimico-fisiche e i  dati  analitici e 
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spettroscopici relativi ai composti 68-70  sono riportati  nella 






Ad una soluzione di 0.0019 moli dell’opportuno derivato aminico 
68-70  in 8.0 ml di AcOEt, si aggiungono 1.9 ml (0.0057 moli) di 
HCl 3 M. La miscela di reazione viene mantenuta in agitazione a 
60˚C per circa 3h, controllandone l’andamento mediante TLC (lastre 
di allumina; CHCl3/MeOH=9.5:0.5). Al termine, l’evaporazione del 
solvente a p.r. ,  lascia un residuo oleoso, dal quale, dopo vari 
lavaggi con CHCl3, precipita un solido scuro che viene filtrato e 
seccato sottovuoto (P2O5), fornendo i  derivati  65-67  sotto forma di 
cloridrati.  I  composti così ottenuti risultano sufficientemente puri 
da essere utilizzati come tali  nella reazione successiva. Le rese di 
reazione, le costanti chimico-fisiche e i  dati  analitici e 
spettroscopici relativi ai  prodotti  65-67  sono riportati  nella Tabella  
25 .  
 
Derivati N-(7-nitro-2,1,3-benzossadiazol-4-il)-N'-[2-(4'-
sostituito)fenilindol-3-ilgliossil)-alchilendiaminici 60 a-f 
 
Procedura generale. 
Una sospensione contenente 0.0021 moli dell’opportuno 2-fenil- 
indolgliossililcloruro (2-fenilindolgliossililcloruro 61c ,  2-(4 ′-
fluorofenil) indolgliossililcloruro 61d) e 0.0019 moli dell’opportuna 
amina cloridrato 65-67  in 25 ml di THF anidro è tenuta in 
agitazione a 0˚C in corrente di azoto. Si addizionano, goccia a 
goccia, 0.81 ml (0.0057 moli) di NEt3 disciolti  in 3.0 ml dello 
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stesso solvente. Terminata l’aggiunta, la reazione è mantenuta in 
agitazione, al riparo dalla luce e a 0˚C per 1 h, quindi a t .a.  per 36-
48 h, controllandone l’andamento mediante TLC (AcOEt/Etere di 
petrolio 60-80˚=7:3). Precipita un solido, costituito da NEt3·HCl, 
che viene eliminato per filtrazione sottovuoto. Le acque madri di 
reazione vengono evaporate a secchezza, fornendo un residuo, 
costituito dai derivati  60 a-f  grezzi.  Questi vengono lavati per 
sospensione in una soluzione di NaHCO3 al 5% e successivamente 
purificati  per lavaggio a freddo con Et2O. Le rese di reazione, le 
costanti chimico-fisiche e i  dati analitici e spettroscopici relativi ai 
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